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Abkürzungsverzeichnis 
5-FU  5-Fluorouracil 
ALT  Auto-Lymphozyten-Therapie 
CD  Cluster Domain 
CRABP Cytoplasmic Retinoic Acid Binding Protein 
CRBP  Cytoplasmic Retinol Binding Protein 
CYP  Cytochrom P 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DPD  Dihydropyrimidin-Dehydrogenase 
GRIM  Genes associated with Retinoid-Interferon induced Mortality 
i.m.  intramusculär 
i.v.  intravenös 
IFN  Interferon 
IL  Interleukin 
ISGF  Interferon Stimulated Gene Factor 
JAK  Janus Kinase 
Kg KG Kilogramm Körpergewicht 
LAK  Lymphokin-Aktivierte-Killerzellen 
MCS  Multizelluläre Tumorsphäroide 
MHC  Major Histocompatibility Complex 
MDR  Multi Drug Resistance 
RAR  Retinoic Acid Receptor 
RARE  Retinoic Acid Responsive Element 
RBP   Retinol Binding Protein 
RXR  Retinoid X Receptor 
s.c  subcutan 
STAT  Signal Transducer and Activator of Transcription 
TIL  Tumorinfiltrierende Lymphozyten 
TS  Thymidylat Synthetase 
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1 Einleitung  
Das Nierenzellkarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor des Nierenparenchyms mit 
immunhistochemischen Merkmalen von uropoetischen Tubulusepithelien [108]. 
Eine fehlende charakteristische Frühsymptomatik, eine relativ hohe Metastasierungsrate 
und eine weitgehende Therapieresistenz beim Vorliegen von Metastasen sind Faktoren, 
die die besondere Problematik dieser Erkrankung bedingen. 
Während das Nierenzellkarzinom im frühen auf die Niere begrenzten Stadium prinzipiell 
durch einen operativen Eingriff heilbar ist, kann der Verlauf der Erkrankung im 
fortgeschrittenen Stadium durch konventionelle onkologische Therapiestrategien wie 
Strahlen- oder Chemotherapie kaum beeinflusst werden [103, 142]. 
Seit Anfang der 80-er Jahre finden immuntherapeutische Ansätze in der Therapie des 
metastasierten Nierenzellkarzinoms ihre Anwendung. Diese basieren auf dem Konzept, 
die Effizienz der Immunabwehr des Organismus gegenüber Tumorzellen zu steigern. 
Dazu werden in erster Linie Zytokine wie Interferone (IFN) oder Interleukine (IL) 
eingesetzt, welche als interzelluläre Botenstoffe komplexe immunmodulatorische 
Eigenschaften besitzen. 
Mit Ansprechraten von durchschnittlich 15- 20 % liefert die Immuntherapie mit Zyto-
kinen bessere Ergebnisse als hormon-, strahlen- oder chemotherapeutische Ansätze 
[131]. Diese Erfolge weisen in eine Therapierichtung, in der durch gezielten Einsatz 
körpereigener Substanzen die Tumorbiologie des metastasierten Nierenzellkarzinom 
besonders berücksichtigt wird.  
Auf einem ähnlichen Konzept wie die Zytokintherapie des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms basiert die Retinoidtherapie bestimmter hämatologischer 
Erkrankungen. Bei Retinoiden handelte es sich mit Vitamin A und seinen Derivaten um 
Substanzen, welche unter physiologischen Bedingungen essentielle Faktoren für das 
Wachstum und die Differenzierung von Zellen darstellen. In der Therapie der 
Promyelozytenleukämie konnten durch Verwendung von Retinoiden eindrucksvolle 
Ergebnisse erzielt werden [136]. 
Die Eigenschaften der Retinoide, in die komplexen Prozesse der Proliferation und 
Differenzierung von Zellen regulierend einzugreifen, begründen die Hoffnung, dass diese 
Substanzen auch in der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms wirksam sein 
könnten.  
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Da die Kombinationstherapie mit IFN-α und Retinoiden bereits bei anderen soliden 
Tumoren in vitro und in vivo einen synergistischen Wirkmechanismus zeigte [122], 
könnten Retinoide auch in Bezug auf das metastasierte Nierenzellkarzinom eine 
Möglichkeit bieten, die antineoplastischen Effekte einer Immuntherapie mit Zytokinen zu 
potenzieren.  
Auch bezüglich der bisher weitgehend erfolglosen Zytostatikatherapie des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms, könnten Retinoide eine Option zur Verbesserung der 
Therapieergebnisse darstellen, denn die Kombination von Retinoiden und Zytostatika 
zeigte bei Leukämiezellen in vitro ebenfalls einen Wirksynergismus [137]. 
Parallel zur Entstehung der vorliegenden Arbeit wurden weitere laborexperimentelle 
Arbeiten zur Retinoidtherapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms veröffentlicht, 
welche sich insbesondere auf den Einsatz der 13-cis-Retinsäure Isotretinoin in 
Kombination mit IFN-α in Zellkultur beziehen.  
Da die üblicherweise verwendeten Monolayerzellkulturen aufgrund ihrer zwei-
dimensionalen Anordnung wesentliche Aspekte der Biologie solider Tumoren nicht 
erfassen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit versucht, etablierte 
Nierenzellkarzinomzelllinien nach der Methode der Liquid-Overlay-Kultur als 
multizelluläre Tumorsphäroide zu züchten [17]. Multizelluläre Tumorsphäroide 
repräsentieren ein dreidimensionales Zellkulturmodell, dessen Komplexität zwischen der 
Monolayerkultur in vitro und Tumoren in vivo anzusiedeln ist [127]. 
Neben dieser Weiterentwicklung eines Therapiemodells für das metastasierte 
Nierenzellkarzinom, in dem der kombinierte Einsatz von Retinoiden mit Zytokinen und 
Zytostatika analysiert werden kann, bestand unser Ziel darin, die Wirkung von 
Isotretinoin in direktem Vergleich zur all-trans-Retinsäure Tretinoin zu untersuchen. In 
vitro Studien zur Promyelozytenleukämie weisen Tretinoin stärkere antineoplastische 
Effekte zu als dem ebenfalls natürlich vorkommenden Isomer Isotretinoin [7, 20], was 
möglicherweise auch für die Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms einen 
interessanten Ansatzpunkt bieten könnte.  
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2 Stand der Wissenschaft 
2.1 Das Nierenzellkarzinom 
2.1.1 Epidemiologie 
Das Nierenzellkarzinom ist das häufigste Malignom der Niere. Es repräsentiert 80-85 % 
aller Nierentumoren [143]. Insgesamt handelt es sich jedoch um eine relativ seltene 
Erkrankung, die nur etwa 3 % der malignen Tumoren des Erwachsenen darstellt und auf 
die 1,4 % aller krebsbedingten Todesfälle zurückzuführen sind  [45]. 
Die Inzidenz beträgt in Europa und den USA 4 –10/ 100 000 Einwohner jährlich [27]. 
Weltweit bestehen deutliche Unterschiede in der Häufigkeit des Auftretens des 
Nierenzellkarzinoms. Während in Westeuropa und Skandinavien höhere Inzidenz- Raten 
zu verzeichnen sind, werden in asiatischen Ländern wie Indien und China besonders 
niedrige Raten gefunden [143].  
Vom Anfang der siebziger bis Anfang der neunziger Jahre wurde in den USA und 
Europa eine Steigerung der Inzidenz der klinisch diagnostizierten Nierenzellkarzinome 
um fast 40 % beobachtet. Diese Zunahme steht sowohl in Zusammenhang mit Risiko-
faktoren (wie z.B. Rauchen oder Hypertonie) als auch mit der Verbesserung der 
diagnostischen Möglichkeiten [35]. Mit dem breiteren Einsatz moderner bildgebender 
Verfahren wie Sonographie oder Computertomographie konnte eine größere Anzahl 
inzidentieller Nierenzellkarzinome gefunden werden [39].  
Obwohl immer häufiger klinisch symptomlose Nierenzellkarzinome zufällig entdeckt 
werden, liegen bei einem Drittel der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 
bereits Metastasen vor. Weiterhin wird angenommen, dass etwa 40 % der Patienten, bei 
denen initial ein lokalisierter Tumor diagnostiziert wurde, im Verlauf ihrer Krankheit 
Metastasen entwickeln [15]. 
Der Altersgipfel bei Diagnosestellung liegt bei 65 Jahren. Allerdings wird die Erkrankung 
vereinzelt auch bei Kindern diagnostiziert [134]. Für Männer besteht gegenüber Frauen 
ein zwei- bis dreifach höheres Risiko an einem Karzinom der Niere zu erkranken [80]. 
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2.1.2 Ätiologie 
Die Entstehungsursache des Nierenzellkarzinoms ist unbekannt. Das Nierenzellkarzinom 
tritt meist sporadisch auf, kommt aber bei einigen Erbkrankheiten wie dem von Hippel-
Lindau-Syndrom, der tuberösen Hirnsklerose oder der autosomal dominanten 
polyzystischen Nephropathie auch familiär vor [135].  
Zwar wird der Anteil der familiären Formen nur auf 1 % aller Nierenzellkarzinome 
geschätzt, aber gerade diese Fälle lieferten wichtige Erkenntnisse über die Tumorgenese. 
Die häufigste der familiären Formen ist die von Hippel-Lindau-Erkrankung, bei der das 
Risiko für die Entstehung eines Nierenzellkarzinoms mit zunehmendem Lebensalter 
steigt und im Alter von 60 Jahren 70 % erreicht  [79]. Mit Hilfe molekularbiologischer 
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das von Hippel-Lindau assoziierte und 
häufig auch das sporadische Nierenzellkarzinom mit einem Verlust von Chromosomen-
material auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 (3p) einhergehen  [63].   
Bei den sporadischen Formen wird in Analogie zu anderen Neoplasmen ein 
Zusammenspiel von genetischen und exogenen Faktoren angenommen. Allerdings ist die 
Kenntnis solcher Risikofaktoren, die die Entstehung eines Nierenzellkarzinoms begüns-
tigen, im Vergleich zu anderen urologischen Tumoren limitiert. 
Der am besten definierte Risikofaktor ist das Rauchen. Für Raucher besteht gegenüber 
Nichtrauchern ein signifikant höheres Risiko, an einem Karzinom der Niere zu erkranken. 
Dieses Risiko steigt mit dem Ausmaß des täglichen Zigarettenkonsums und der Anzahl 
der Jahre, während der geraucht wurde [71].  
Weitere Faktoren, die unabhängig voneinander mit einem erhöhten Karzinomrisiko 
einhergehen sind Hypertonie und Adipositas [144]. Noch nicht geklärt ist in diesem 
Zusammenhang, ob Antihypertensiva insbesondere Diuretika unabhängig von der 
Hypertonie eine eigene Rolle spielen. Auch bei anderen Medikamenten wie Analgetika 
oder Amphetaminen wird eine Assoziation zum Nierenzellkarzinom diskutiert [143]. 
Bezüglich diätetischer Faktoren wird eher dem Gesamtkonsum als dem Konsum 
einzelner Nahrungsmittel eine Rolle als Risikofaktor zugeschrieben. Eine obst- und 
gemüsereiche Ernährung scheint dagegen protektive Effekte zu haben [141].  
Aus der Geschlechtsverteilung und der relativen Abnahme der Tumoren bei Frauen nach 
der Menopause ergeben sich Hinweise für endokrine Faktoren [119].  Andere Faktoren, 
bei denen ein möglicher Zusammenhang zum Nierenzellkarzinom gesehen wird, sind 
Langzeitdialyse, erworbene zystische Nephropathie, Strahlenbelastung sowie berufliche 
Exposition mit Leder oder Asbest [103].  
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2.1.3 Pathologie 
Nierenzellkarzinome können in jeder Region der Niere auftreten, werden aber am 
häufigsten im oberen Pol gefunden. In 2- 3 % der Fälle treten bilaterale Nierenzell-
karzinome auf. Bilaterales und auch multifokales Wachstum liegt oft bei dem von Hippel-
Lindau-Syndrom vor [12].   
Das bunte makroskopische Schnittbild des Tumors ist durch Nekrosen, Hämorrhagien 
und Verkalkungen geprägt, während die Oberfläche aufgrund des meist hohen 
Fettgehaltes der Tumorzellen eine gelbliche oder auch fibrotische Oberfläche aufweist.  
Durch Kompression des Nierenparenchyms kommt es häufig zur Ausbildung einer 
Pseudokapsel  [108]. 
Die Frage nach der Histiogenese des Nierenzellkarzinoms wurde über lange Zeit 
kontrovers diskutiert. Aufgrund der 1883 von Grawitz vertretenen Hypothese [47], dass 
heterotrope Nebennierenrindenanteile Ausgangspunkt der Tumorentstehung seien, wurde 
der Name „Hypernephrom“ eingeführt und diente über viele Jahre der Beschreibung des 
Nierenzellkarzinoms. Anfang der 60-er Jahre lieferten elektronenmikroskopische Unter-
suchungen erste Beweise für die Annahme, dass der Ursprung des Nierenzellkarzinoms 
in den proximalen Tubuluszellen liegt [96]. Heute wird die Ansicht bevorzugt, dass es 
sich bei Nierenzellkarzinomen um eine heterogene Gruppe von Tumoren handelt, die von 
unterschiedlich differenzierten Zellen des Nephron- Sammelrohrsystems ausgehen. Nach 
histomorphologischen und histochemischen Kriterien können 5 Subtypen unterschieden 
werden [129]: klarzellige, chromophile, chromophobe, Ductus-Bellini- und onkozytäre 
Tumoren.  
Der mit 62- 71 % häufigste Subtyp ist das klarzellige Nierenzellkarzinom, welches 
aufgrund seiner großen glykogenreichen Zellen einen pflanzenzellartigen Aspekt aufweist 
und ein eher solides Wachstumsmuster bevorzugt. Als zweithäufigster Subtyp findet sich 
in 15- 25 % der Fälle das chromophile Nierenzellkarzinom mit tubulopapillärem 
Wachstumsmuster. Sowohl der klarzellige, als auch der chromophile Typ weisen 
immunhistochemische Merkmale proximaler Tubuli auf. Der chromophobe Typ macht 3-
5 % der Nierenzellkarzinome aus und zeigt ein solides Wachstumsmuster. Als 
histiogenetischer Ursprung konnte der Schaltzelltyp B des Verbindungsstückes und des 
kortikalen Sammelrohrs definiert werden. Das mit < 1 % sehr seltene Ductus-Bellini-
Karzinom leitet sich aus den Hauptzellen des medullären Sammelrohres ab. Eine gewisse 
Sonderstellung nimmt das renale Onkozytom ein, welches etwa 5 % der Nierentumoren 
repräsentiert, solide wächst und polygonale Zellen mit guter Differenzierung aufweist. 
Da das Onkozytom ein benignes Wachstumsverhalten zeigt, indem es eine erhebliche 
Größe erreichen kann, ohne zu entdifferenzieren oder Metastasen zu entwickeln, sollte es 
eigentlich nicht zu den Nierenzellkarzinomen gezählt werden. Onkozytome haben ihren 
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Ursprung im Schaltzelltyp A des Verbindungsstücks und Sammelrohrs [108, 121, 112, 
10]. 
Anhand zytogenetischer Untersuchungen konnten für das klarzellige Nierenzellkarzinom 
Aberrationen des Chromosoms 3p und Mutationen des von Hippel-Lindau-Gens 
nachgewiesen werden. Bei den papillär wachsenden Nierentumoren vom chromophilen 
Typ finden sich Trisomien der Chromosomen 7 und 17 kombiniert mit einem Verlust des 
Y-Chromosoms. Während diese numerischen Aberrationen bei den papillären Adenomen 
als einzige Karyotypenveränderungen auftreten, kommen bei den Karzinomen noch 
weitere Trisomien (3p, 12, 16, 20) hinzu, welche mit einem aggressiveren Wachstums-
verhalten vergesellschaftet sind. Monosomien der Chromosomen 1, 2, 6, 10, 13, 17 und 
20 charakterisieren den chromophoben Typ. Während beim Ductus-Bellini-Typ 
Allelverluste der Chromosomen 8p und 13q vermutet werden, konnten beim Onkozytom 
keine spezifischen Chromosomenaberrationen gezeigt werden [24].  
 
2.1.4 Metastasierung 
Die Tumorausbreitung kann sowohl durch lokale Infiltration, als auch durch lymphogene 
oder hämatogene Metastasierung erfolgen. Aufgrund lokalem Wachstums ist ein direkter 
Einbruch ins perineale Fettgewebe, ins Nierenbecken und  in die Nierenvene möglich 
[108]. Dabei können sich Tumorthromben in der Nierenvene intravaskulär bis in die 
Vena cava oder sogar bis in den rechten Herzvorhof ausbreiten [15]. Im weiter 
fortgeschrittenen Stadium können die Nachbarorgane Nebenniere, Leber, Milz, Pankreas 
und Darm direkt infiltriert werden.  
Die lymphogene Metastasierung erfolgt in die parakavalen und paraaortalen 
Lymphknotengruppen [119]. 
Im Zuge der hämatogenen Ausbreitung über die Vena cava inferior sind Lunge, Skelett, 
Leber, Nebenniere und Gehirn die häufigsten Metastasierungsorte. Aber auch in 
untypischer Lokalisation wie z.B. in der Schilddrüse, in der Gallenblase oder im Pankreas 
ist das Auftreten von Metastasen möglich [35]. 
 
2.1.5 Klinik 
Das klinische Erscheinungsbild des Nierenzellkarzinoms umfasst ein breites Spektrum. 
Einerseits fehlt eine charakteristische Frühsymptomatik, andererseits können im 
fortgeschrittenerem Stadium  zahlreiche unspezifische systemische Symptome auftreten.   
Mehr als ein Drittel aller Tumoren wird heutzutage zufällig im Rahmen einer 
Sonographie oder Computertomographie des Abdomens diagnostiziert [119]. Wenn zum 
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Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits klinische Symptome aufgetreten sind, liegt meist 
ein lokal ausgedehntes oder metastatisches Tumorwachstum vor. 
Die häufigsten durch lokale Tumorausbreitung verursachten Symptome sind Hämaturie 
(bis 60 %) und Flankenschmerz (bis 45 %). Das gleichzeitige Auftreten der Symptome 
kombiniert mit einem palpabelen Tumor im Nierenlager als „klassische Trias“ findet sich 
nur bei weniger als 5 % aller Patienten und impliziert ein fortgeschrittenes Tumorstadium 
[103]. 
Das klinische Bild des Nierenzellkarzinoms kann auch durch paraneoplastische 
Symptome geprägt sein, welche prinzipiell nach Entfernung des Primärtumors reversibel 
sind. Dazu zählt eine durch Renin-Erhöhung bedingte Hypertonie, eine Polyzythämie 
aufgrund einer Erythropoetin-Erhöhung sowie eine Hyperkalziämie durch Erhöhung von 
Parathormon oder parathormon-ähnlicher Substanzen [39]. Ein weiteres klassisches 
paraneoplastisches Syndrom ist die als Stauffer Syndrom bekannte Störung der 
Leberfunktion einhergehend mit einer Verlängerung der Prothrombinzeit, einer Erhöhung 
der alkalischen Phosphatase, einer Dysproteinämie und einer Hepatomegalie. 
Neben den durch Erhöhung bestimmter Hormone und Serumfaktoren hervorgerufenen 
paraneoplastischen Symptomen können eine Reihe weiterer unspezifischer systemischer 
Tumorzeichen wie z.B. Gewichtsverlust oder Anämie hinweisend für ein 
Nierenzellkarzinom sein. 
 
2.1.6 Diagnostik 
Zu den zur Diagnostik des Nierenzellkarzinoms zur Verfügung stehenden bildgebenden 
Verfahren zählen die Sonographie, die Computertomographie, das intravenöse 
Urogramm, die Angiographie und die Magnetresonanztomographie. 
Die Sonographie hat eine hohe Sensivität (bis 96 %) für die Erkennung von 
Raumforderungen im Bereich der Nieren [27]. Durch die weite Verbreitung der 
Sonographie im klinischen Alltag werden heute zunehmend asymptomatische 
Nierentumoren zufällig entdeckt [119]. Wenn sich aufgrund klinischer Symptome der 
Verdacht auf einen Prozess im Bereich der Niere ergibt, oder wenn allgemein 
unspezifische Tumorsymptome vorliegen, bietet sich die Sonographie als nichtinvasive, 
kostengünstige Basis-Untersuchungsmethode an. Mit ihr kann relativ zuverlässig 
zwischen einer Zyste und einer soliden Raumforderung unterschieden werden. 
Diagnostische Probleme können bei polyzystischen Nieren oder isodensen Läsionen 
auftreten [9]. 
Mit Hilfe der Computertomographie kann in fast 100 % der Fälle die Differential-
diagnose solide und zystische Raumforderung gestellt werden. Bei der weiteren 
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Differenzierung solider Raumforderungen können Angiomyolipome aufgrund ihres 
Fettgewebsgehaltes abgegrenzt werden [119]. Auch in der Beurteilung der lokalen 
Tumorausbreitung zur Stadieneinteilung ist die Computertomographie das wichtigste 
diagnostische Verfahren [107]. 
Das intravenöse Urogramm ist in seiner diagnostischen Aussagekraft der 
Computertomographie unterlegen, kann aber zur Abklärung von Tumoren der 
ableitenden Harnwege bei Patienten mit Hämaturie geeignet sein. 
Die Angiographie, die früher eine wesentliche Rolle in der Diagnostik von 
Nierentumoren spielte, hat heute nur noch bei speziellen Indikationen eine Bedeutung, so 
etwa in Rahmen der OP-Planung einer Nierenteilresektion [63]. 
Bei unklaren Fällen einer Gefäßinvasion eignet sich insbesondere die 
Magnetresonanztomographie zur Darstellung von Tumorthromben in der Vena cava 
inferior. Der Einsatz dieser Methode bleibt den Fällen vorbehalten, in denen Sonographie 
und Computertomographie keine eindeutigen Ergebnisse liefern [9]. 
Neben den bildgebenden Verfahren Sonographie, Computertomographie und ggf. 
Urographie zählen zu den vom Arbeitskreis Onkologie der deutschen Gesellschaft für 
Urologie erarbeiteten diagnostischen Standards bei symptomatischen Patienten die 
klinische Untersuchung zum Ausschluss von Nebenerkrankungen, die Harnanalyse und 
Harnkultur sowie Laboruntersuchungen wie das Serum-Kreatinin zur Beurteilung der 
globalen Nierenfunktion [27]. 
 
2.1.7 Stadieneinteilung  
Während in den USA die vierstufige Stadieneinteilung nach Robson [109] weit verbreitet 
ist, wird in Europa die Stadieneineinteilung der Union Internationale Contre le Cancer 
(UICC) [48] bevorzugt. 
Stadieneinteilung nach Robson 
I Tumor auf die Niere begrenzt 
II Tumor infiltriert das perirenale Gewebe 
III Lymphknotenmetastasen und/ oder makroskopischer  
 Einbruch in die V. renalis oder V. cava 
IV Übergriff auf Nachbarorgane und/ oder Fernmetastasen 
 
Ein Nachteil an der Stadieneinteilung nach Robson ist, dass ein prognostisch sehr 
unterschiedliches Patientengut nur begrenzt differenziert wird, insbesondere weil der 
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Tumorgröße zu wenig Bedeutung zukommt und weil keine Unterscheidung zwischen 
Lymphknoteninfiltration und Nierenveneninfiltration vorgenommen wird [121].  
Die TNM- Klassifikation der UICC, die Primärtumor (T), regionäre Lymphknoten (N) 
und Fernmetastasen (M) berücksichtigt, wurde zuletzt 1997 neu aufgelegt und steht vor 
einer weiteren Novellierung. 
TNM- Klassifikation der UICC (1997) 
T= Primärtumor 
TX Tumor kann nicht beurteilt werden 
T0 Kein Anhalt für Tumor 
T1 Tumor ≤ 7cm im größten Durchmesser, auf Niere begrenzt 
T2 Tumor > 7cm im größten Durchmesser, auf Niere begrenzt 
T3a Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenales Gewebe, aber nicht über die 
Gerota-Faszie hinaus  
T3b Tumor mit makroskopischer Ausdehnung in die V. renalis oder V. cava unterhalb 
des Zwerchfells 
T3c Tumor mit makroskopischer Ausdehnung in die V. cava oberhalb des Zwerchfells 
T4 Tumor infiltriert über die Gerota- Faszie hinaus 
N= Regionäre Lymphknoten 
NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 Solitäre regionäre Lymphknotenmetastase 
N2 Metastasen in mehr als einem regionären Lymphknoten 
M= Fernmetastasen  
MX Fernmetastasen können nicht beurteilt werden 
M0 Keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen 
G= Histopathologisches Grading  
GX Differenzierungsgrad kann nicht beurteilt werden 
G1 Gut differenziert 
G2 Mäßig differenziert 
G3-4 Schlecht differenziert/ undifferenziert 
Stadieneinteilung 
Stadium I T1, N0, M0 
Stadium II T2, N0, M0 
Stadium III T1-2, N1, M0;   T3, N0-1, M0 
Stadium IV T4, N0-2, M0;   T1-4, N2,M0;   T1-4, N0-2, M1 
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Die klinische TNM- Klassifikation beruht auf körperlicher Untersuchung und 
bildgebenden Verfahren. Für die Beurteilung des Primärtumors und der regionären 
Lymphknoten wird hauptsächlich die Computertomographie eingesetzt. Sonographie und 
Magnetresonanztomographie können insbesondere bei der Frage nach Tumorthromben in 
der V. renalis oder V. cava zusätzliche Informationen liefern. Zur Erfassung von 
Fernmetastasen sollte bei allen Patienten mit tumorsuspekter renaler Raumforderung ein 
Röntgenthorax angefertigt und laborchemische Untersuchungen durchgeführt werden. 
Bei Patienten mit großem Primärtumor, Knochenschmerzen oder erhöhter alkalischer 
Phosphathase wird zusätzlich ein Ganzkörperskelettszintigramm zum Ausschluß von 
Knochenmetastasen empfohlen [99].   
Insgesamt wird in der Literatur das Tumorstadium als wichtigste prognostische Variable 
hervorgehoben, wobei mit zunehmendem Tumorstadium die Überlebenswahrscheinlich-
keit deutlich abnimmt [49].   
 
2.1.8 Therapie des lokal begrenzten Nierenzellkarzinoms 
Das Standardverfahren in der Behandlung des lokal begrenzten Nierenzellkarzinoms mit 
kurativer Absicht ist bislang die radikale Nephrektomie gewesen. Dieser Eingriff 
beinhaltet die Entfernung der gesamten Niere einschließlich Fettkapsel und ipsilateraler 
Nebenniere sowie die Ausräumung der regionären Lymphknoten [109, 110].  
Die beim Standardverfahren beschriebene ipsilaterale Adrenalektomie wird heute 
kontrovers beurteilt. Die Empfehlung die Nebenniere zu entfernen beruht darauf, dass 
dieses Organ bei Patienten mit einem metastasierten Nierenzellkarzinom in 10- 15 % der 
Fälle mitbetroffen ist. Da aber nach Nephrektomie bei Patienten mit einem klinisch lokal 
auf die Niere begrenzten Tumor  in weniger als 5 % Metastasen in der Nebenniere 
nachweisbar waren, empfehlen einige Autoren auf die Entfernung der Nebenniere zu 
verzichten, wenn diese in der Computertomographie unauffällig erscheint [99].  
Nach den therapeutischen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Urologie sollte die 
Adrenalektomie bei unauffälliger Computertomographie von der Lokalisation des 
Nierentumors abhängig gemacht werden und ist bei Tumoren im mittleren und unteren 
Drittel nicht zwingend indiziert [104]. 
Die Lymphadenektomie sollte bei rechtsseitigen Tumoren die parakavale und 
interaortokavale Region und bei linksseitigen Tumoren die paraaortale Region in einer 2-
3 cm breiten Zone oberhalb und unterhalb des Nierenstils einschließen [27]. 
Eine organerhaltende Operation ist dann indiziert, wenn eine radikale Nephrektomie zur 
Dialysepflichtigkeit führen würde, etwa bei Patienten mit bilateralem Nierenzellkarzinom 
oder bei Fehlen oder Dysfunktion der kontralateralen Niere. 
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2.2 Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms 
Während das lokal begrenzte Nierenzellkarzinom durch die radikale Nephrektomie 
prinzipiell kurativ therapiert werden kann und mit Fünfjahresüberlebensraten von etwa    
70 % eine gute Prognose aufweist, ist die Prognose bei vorhandenen Metastasen deutlich 
schlechter. So sinken die Fünfjahresüberlebensraten bei Lymphknotenmetastasen unter 
20 und bei Fernmetastasen unter 10 %. Insgesamt sterben 80 % der Patienten mit 
Metastasen, die nicht behandelt werden, innerhalb eines Jahres [97]. 
Dabei ist das Auftreten von Metastasen ein häufiges Problem. Bei über 30 % der 
Patienten sind Metastasen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits vorhanden und bei etwa 
40 % der Patienten mit initial lokal begrenztem Tumor entwickeln sich Metastasen im 
Verlauf der Erkrankung [15].  
Die besondere Problematik des metastasierten Nierenzellkarzinoms liegt in der 
weitgehenden Resistenz gegenüber allen gängigen onkologischen Behandlungsstrategien. 
Der Nutzen palliativer operativer Eingriffe ist umstritten. Hormon-, chemo-, und 
strahlen-therapeutische Ansätze lieferten bisher enttäuschende Ergebnisse. In den letzten 
beiden Jahrzehnten sind die größten Hoffnungen in immuntherapeutische Konzepte 
gesetzt worden. 
2.2.1 Nephrektomie beim metastasierten Nierenzellkarzinom 
Der Stellenwert operativer Strategien beim Vorliegen von Metastasen ist umstritten. Die 
klassischen Indikationen zur Nephrektomie beschränkten sich auf reine Palliativ-
maßnahmen zur Linderung der durch den Primärtumor verursachten Symptome und auf 
Fälle mit resektabelen Metastasen [36].  
Während die alleinige Entfernung des Primärtumors beim metastasierten Nierenzell-
karzinom keine Bedeutung mehr hat, wird die Nephrektomie heute nur in Kombination 
mit einer systemischen Immuntherapie empfohlen. Dieses Konzept basiert auf Über-
legungen durch eine Reduktion der Tumormasse vor Beginn einer Immuntherapie das 
Ungleichgewicht zwischen Tumorzellen und immunkompetenten Zellen zu beseitigen. 
In einer randomisierten Studie der European Organisation for Research and Treatment of 
Cancer (EORTC) konnte durch die radikale Nephrektomie vor Beginn einer Interferon- 
haltigen Immuntherapie das Fortschreiten der Erkrankung verzögert und die mittlere 
Überlebenszeit der Patienten im Vergleich zur alleinigen Immuntherapie verlängert 
werden [81]. 
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2.2.2 Hormontherapie 
Grundlage für die Annahme der Wirksamkeit hormonaler Faktoren bildet die 
Beobachtung, dass Nierenzellkarzinome dreimal häufiger Männer als Frauen betreffen, 
wobei dieses Verhältnis nach der Menopause abnimmt. Außerdem konnten bestimmte 
Hormonrezeptoren in Nierentumorzellen nachgewiesen werden [22].  
Insgesamt lieferten hormontherapeutische klinische Studien mit Progesteron,  
Androgenen und Antiöstrogenen aber nur geringe Ansprechraten, wobei auch nur 
partielle Remissionen mit kurzer Dauer erreicht werden konnten [16]. 
2.2.3 Strahlentherapie 
Das Nierenzellkarzinom ist, bedingt durch eine geringe Vaskularisierung und eine 
langsame Wachstumsrate,  relativ resistent gegenüber einer Strahlentherapie [103]. In 
der Behandlung des Primärtumors konnten durch externe Bestrahlungen keine 
Therapieerfolge erzielt werden [15]. Ebenso bringt die postoperative Strahlentherapie 
nach Nephrektomie keinen Vorteil bezüglich des Überlebens gegenüber einer alleinigen 
Nephrektomie und ist mit einer hohen Komplikationsrate verbunden [67]. 
2.2.4 Chemotherapie 
Eine ganze Reihe chemotherapeutischer Substanzen sind bisher in der Therapie des  
metastasierten Nierenzellkarzinoms eingesetzt worden. Die in klinischen Studien 
erreichten Ansprechraten sind insgesamt enttäuschend gering [142].  
Unter den gängigen Zytostatika erreicht Vinblastin als Mono- oder Kombinationstherapie  
unabhängig von der Applikationsart objektive Ansprechraten von 6-9 %. Die objektiven 
Ansprechraten der Fluoropyrimidine 5-Fluorouracil und Fluorodesoxyuridin liegen bei 5- 
8 %, wobei zirkadiane Infusionsschemata die Ansprechraten leicht verbessern [54]. Auch 
neuere zytostatische Substanzen wie der Pyrimidin- Antimetabolit Gemcitabin lieferten 
keine besseren Ergebnisse [25]. 
Die weitgehende Zytostatika- Resistenz wird im wesentlichen auf eine Überexpression 
des multi-drug-resistance (MDR)- Gens zurückgeführt [37]. Dieses Gen kodiert für das 
membranständige Glykoprotein p170, welches mittels eines aktiven Transport-
mechanismus Zytostatika aus der Zelle schleust und somit das Erreichen effektiver 
intrazellulärer Zytostatika-Konzentrationen verhindert.  
Besonders hohe Konzentrationen dieses Glykoproteins wurden in den proximalen 
Nierentubuluszellen gefunden, von denen sich die Mehrheit der Nierenzellkarzinome 
immunphänotypisch ableitet [11] (siehe Kap 2.1.3.). 
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Der Einsatz von Medikamenten, wie z.B. Calciumantagonisten, welche das p170-
Glykoprotein inaktivieren, hat in vitro zu vielversprechenden Ergebnissen geführt. In 
vivo konnte aber der Nutzen einer Kombinationstherapie mit Zytostatika und MDR-
Modulatoren im Rahmen klinischer Studien nicht belegt werden [9]. 
Unabhängig vom MDR-Gen existieren weitere Resistenzmechanismen wie etwa eine 
Überexpression der Glutathion-S-Transferase, welche das mangelnde Ansprechen des 
Nierenzellkarzinoms auf eine zytostatische Therapie erklären könnten [82]. 
 
2.2.5 Immuntherapie 
Die erste Substanz, welche vor rund 100 Jahren als Immuntherapeutikum in der 
Behandlung von Tumoren eingesetzt wurde, war „Coleys Toxin“. Dabei handelte es sich 
um ein Lysat aus Streptokokken, benannt nach dem Chirurgen William Coley. Aufgrund 
Coleys Beobachtung, dass sich ein Sarkom nach einer lokalen bakteriellen Infektion 
zurückgebildet hatte, wurde erstmals der Zusammenhang zwischen einer Stimulation des 
Immunsystems und einer Tumorremission erkannt. 
Grundlage für den Einsatz immunologischer Strategien in der Therapie des 
metastasierten Nierenzellkarzinoms bildeten klinische Beobachtungen, dass sich  in 
seltenen Fällen Metastasen spontan oder nach Entfernung des Primärtumors zurückbilden 
können [40, 85]. Die Erklärungshypothese für Spontanregressionen beinhaltet, dass das 
Immunsystem die Nierentumorzellen erkennen, angreifen und zerstören kann. 
2.2.5.1 Allgemeine Prinzipien 
Die Immunreaktion des Organismus gegen Tumorzellen wird vermittelt durch 
Effektorzellen wie B- und T-Lymphozyten, natürliche Killerzellen und Makrophagen und 
deren Interaktion mit Zytokinen.  
T-Lymphozyten erkennen tumorassoziierte antigene Zielstrukturen spezifisch über ihren 
membranständigen T-Zell-Rezeptor, wenn diese Antigene in Kombination mit Ober-
flächenmolekülen des Major Histocompatibility Complex (MHC) präsentiert werden. 
Nach Kontakt mit dem Antigen produzieren T-Lymphozyten verschiedene Zytokine und 
Wachstumsfaktoren. Die das Oberflächenmolekül CD4 tragenden T-Helferzellen 
erkennen Antigene in Assoziation mit MHC Klasse II- Molekülen (HLA-DR) und 
aktivieren B-Lymphozyten zur Differenzierung zu Plasmazellen sowie T-Zellen zur 
Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen. Die CD 8+ zytotoxischen T-Zellen benötigen 
zur Antigenerkennung MHC-Klasse-I-Moleküle (HLA-A, -B, -C). Dagegen brauchen 
natürliche Killerzellen keine MHC- vermittelte Antigenpräsentation, um zytotoxische 
Aktivität gegen Tumorzellen und virusinfizierte Zellen zu entwickeln [11, 55]. 
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An der Regulation der Immunantwort in der Auseinandersetzung mit Tumorzellen sind 
Zytokine wesentlich beteiligt. Dabei handelt es sich um interzelluläre Botenstoffe, die 
zum einen die Effektorzellen aktivieren, zum anderen als Wachstums- und/ oder 
Differenzierungsfaktoren auch direkt auf Tumorzellen wirken können [97]. Die 
Interaktion von verschiedenen Zytokinen mit spezifischen Rezeptoren von Effektorzellen 
bildet ein kompliziertes Netzwerk (cross-talk) von Signalkaskaden. Darüber hinaus 
können Zytokine auch von ihren Zielzellen selbst gebildet und ausgeschüttet werden. 
Im Rahmen immuntherapeutischer Konzepte wird versucht, durch Manipulation der 
zellulären und molekularen Komponenten des Immunsystems die Immunantwort des 
Organismus so zu modifizieren, dass eine effektive Abwehr von Tumorzellen erzielt 
wird. 
Bei allen immuntherapeutischen Ansätzen ist zu berücksichtigen, dass der Therapie-
Erfolg auch von der Auswahl der Patienten abhängt, bei denen diese Therapie-Form 
angewendet wird. Während die Wertigkeit einzelner prognostischer Faktoren umstritten 
ist, scheint Übereinstimmung in der Hinsicht zu bestehen, dass ein guter 
Allgemeinzustand signifikant mit einem Therapieerfolg korreliert ist, wohingegen 
Metastasen in mehreren Organen, insbesondere Lebermetastasen eine schlechtere 
Prognose bedingen [120].   
2.2.5.2 Zytokine 
Größere Mengen an Zytokinen für den klinischen Einsatz sind durch deren Herstellung 
mittels gentechnischer Verfahren seit Anfang der 80er Jahre verfügbar. Bei den bisher in 
der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms eingesetzten Zytokinen handelt es 
sich in erster Linie um Interferon-α (IFN-α) und Interleukin-2 (IL-2).  
Über positive Ansprechraten im klinischen Einsatz von gereinigtem humanen 
Leukozyten- IFN-α in der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms wurde 
erstmalig 1983 berichtet [106]. IL-2 wurde erstmals 1976 beschrieben und als T-cell-
growth-factor bezeichnet [86]. Im Gegensatz zu IFN-α besitzt IL-2 keinen direkten 
antiproliferativen Effekt auf Tumorzellen, sondern kann diese nur indirekt über die 
Aktivierung von Effektorzellen beeinflussen [111].  
Metaanalysen randomisierter klinischer Studien zum metastasierten Nierenzellkarzinom 
haben gezeigt, dass durch den Einsatz IFN-α-haltiger Therapie-Regime höhere 
Ansprechraten und längere Überlebenszeiten erreicht werden als mit anderen Therapie-
Optionen [23, 57]. 
Das pharmakologische Prinzip, durch Kombination zweier oder mehrerer Substanzen mit 
unterschiedlichem Wirkmechanismus additive oder synergistische Effekte zu erzielen,  
fand auch in der Immuntherapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms seine 
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Anwendung. Aufgrund in vitro nachgewiesener synergistischer Effekte zwischen IFN-α 
und anderen Zytokinen oder Zytostatika wurden solche Kombinationstherapien in 
klinische Studien zum metastasierten Nierenzellkarzinom aufgenommen.  
In einer randomisierten Studie zeigte die Kombinationstherapie mit IFN-α und IL-2 
signifikant höhere Ansprechraten als die Monotherapie mit IL-2, während die 
Überlebensrate nicht verbessert werden konnte [94]. Für die Kombination von IFN-α mit 
IFN-γ konnten in vitro nachweisbare synergistische Effekte in vivo nicht belegt werden 
[26].  Auch der Zusatz des Zytostatikums 5-FU, welches in vitro die Aktivität von IFN-
α erhöht, lieferte keine besseren Ergebnisse als die alleinige Zytokintherapie mit IFN-α 
und IL-2 [93]. Die Kombination von IFN-α mit Vinblastin ergab zwar eine höhere 
Ansprechrate, welche aber nicht zu einer Verlängerung der Überlebenszeit führte [38, 
95]. 
2.2.5.3 Adoptive Immuntherapie 
Neben dem Einsatz von Zytokinen, welche als interzelluläre Botenstoffe die 
Effektorzellen des Immunsystems beeinflussen, sind im Rahmen klinischer Studien beim 
metastasierten Nierenzellkarzinom auch adoptive Therapiestrategien erprobt worden, die 
direkt Effektorzellen verwenden.  
Als Lymphokin-Aktivierte-Killerzellen (LAK) werden aus dem peripheren Blut 
gewonnene Lymphozyten bezeichnet, nachdem sie in vitro durch Inkubation mit IL-2 
aktiviert wurden [55]. LAK besitzen phänotypische Ähnlichkeit zu natürlichen 
Killerzellen und benötigen wie diese keine MHC-vermittelte Antigenpräsentation, um 
Tumorzellen zu zerstören.  
Im Gegensatz zu den unspezifischen LAK sind Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) 
aktivierte zytotoxische T-Zellen, welche spezifisch bestimmte Tumorantigene erkennen. 
TIL werden aus dem Tumorgewebe des Patienten gewonnen und nach ihrer Aktivierung 
mit IL-2 in vitro dem Patienten reinfundiert [131].  
Im Rahmen der Autolymphozytentherapie werden Lymphozyten mittels Leukophorese 
aus dem Blut des Patienten gewonnen und mit einem monoklonalen Antikörper gegen 
die CD3-Komponente des T-Zellrezeptors inkubiert. Dadurch sollen T-Gedächtniszellen 
aktiviert werden, welche durch vorherigen Kontakt mit dem Tumorantigen in der Lage 
sind, spezifisch Tumorzellen zu erkennen [2]. 
Solche adoptiven Immuntherapien sind mit einem großen technischen Aufwand und mit 
hohen Kosten verbunden. Insgesamt haben die beschriebenen Techniken in klinischen 
Studien keine Überlegenheit gegenüber der Immuntherapie mit Zytokinen gezeigt, aber 
wesentlich zum Verständnis der Tumorbiologie beigetragen  [61].  
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2.2.5.4 Vakzination und Gentherapie 
Die ersten Versuche zur Tumor-Vakzination beinhalteten die Verabreichung von 
Tumorzell-Lysaten in Kombination mit unspezifischen Immunstimulantien wie dem 
Bazillus Calmette-Guérin.  
Neuere gentherapeutische Ansätze verfolgen das Ziel, durch Einschleusung neuen 
genetischen Materials auf Seiten der Tumorzelle eine Erhöhung der Immunogenität oder 
auf Seiten der Effektorzelle eine Steigerung der zytotoxischen Aktivität zu erreichen.  
Die dazu verwendeten Methoden umfassen beispielsweise die Modifizierung von 
humanem-Leukozyten-Antigen (HLA)-, tumorassoziiertem Antigen (TAA)- und 
Zytokin-Genen [43, 44]. Die klinischen Erfahrungen auf diesem Gebiet sind begrenzt und 
Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.  
2.2.5.5 Retinoide 
Auch wenn durch die Immuntherapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms seit Anfang 
der 80-er Jahre wesentliche Fortschritte gegenüber der Therapie mit konventionellen 
Chemotherapeutika gemacht wurden, konnte bisher bei der Mehrheit der Patienten das 
Überleben nicht verlängert werden.  
Anfang der 90-er Jahre rückten Berichte über dramatische Erfolge der Retinoide in der 
Therapie der akuten Promyelozytenleukämie in den Blickpunkt der klinischen Forschung 
[136]. Unter der pharmakologischen Substanzklasse der Retinoide werden Vitamin A 
und seine Derivate zusammengefasst. Als essentielle Faktoren für die Proliferation und 
Differenzierung menschlicher Zellen lieferten die Retinoide die Möglichkeit, ein neues 
Wirkprinzip in der onkologischen Therapie einzusetzen: Statt der Zerstörung einer 
undifferenzierten Zelle wird die Ausdifferenzierung in eine phänotypisch normale Zelle 
angestrebt [66] (siehe Kap. 2.3.1.). Sowohl in laborexperimentellen Untersuchungen mit 
Zellkulturen als auch im klinischen Einsatz bei der Therapie von 
Plattenepithelkarzinomen der Haut oder der Zervix zeigte die Kombination von IFN-α 
und Retinoiden synergistische Effekte in Bezug auf die differenzierende und 
antiproliferative Wirkung [122]. Diese Ergebnisse begründeten die Hoffnung , dass die 
Kombination von Retinoiden mit IFN auch in der Therapie des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms wirksam sein könnte. Erste klinische Studien zu diesem 
Therapieregime lieferten dabei vielversprechende Ergebnisse [88].  
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2.3     Auswahl, Biochemie und Pharmakologie der ver-
wendeten Substanzen 
Die antineoplastischen Eigenschaften der Retinoide erweckten erst in den letzten Jahren 
das Interesse der Forschung zum metastasierten Nierenzellkarzinom. Die wenigen hierzu 
vorliegenden präklinischen Arbeiten und die ersten klinischen Studien beziehen sich 
überwiegend auf die 13-cis-Retinsäure Isotretinoin. Da Daten zu anderen onkologischen 
Indikationen Hinweise dafür liefern, dass die all-trans-Retinsäure Tretinoin eine 
potentere Substanz darstellt [7], wird in der vorliegen Arbeit der Einfluss von 
Isotretinoin auf das Wachstumsverhalten von Nierentumoren im direktem Vergleich zur 
Wirkung von Tretinoin analysiert.  
Das am besten untersuchte und wirkungsvollste Immuntherapeutikum in der Therapie 
des metastasierten Nierenzellkarzinoms ist IFN-α (siehe Kap. 2.2.5.2). Aufgrund der in 
vivo und in vitro nachgewiesenen Wirksynergismen der Retinoide mit IFN-α [122], gilt 
dieser Kombination in der vorliegenden Arbeit ein besonderes Interesse.  
5-Fluorouracil ist eine der wenigen zytostatischen Substanzen, die in der Therapie des 
metastasierten Nierenzellkarzinoms  eine - wenn auch marginale- Aktivität zeigt. Da 
durch Kombination mit Tretinoin die zytotoxische Wirkung von 5-Fluorouracil auf 
Leukämiezellen in vitro potenziert werden konnte [137], soll die Kombinationstherapie 
von Retinoiden mit Zytostatika hier am Modell des metastasierten Nierenzellkarzinoms 
untersucht werden. 
 
2.3.1 Tretinoin/ Isotretinoin   
Tretinoin (all-trans-Retinsäure) und Isotretinoin (13-cis-Retinsäure) sind natürlich 
vorkommende Derivate des Vitamin A (Retinol). Sie gehören neben weiteren natürlich 
vorkommenden und weit über 1000 synthetischen Vitamin-A-Derivaten zur 
Substanzklasse der Retinoide.  
Unter physiologischen Bedingungen beeinflussen die Retinoide bei Mensch und Tier die 
Embryonalentwicklung, das Wachstum, die Reproduktionsfunktion, das Sehvermögen, 
die Modulation des Immunsystems und die Zelldifferenzierung [122]. Dass die Retinoide 
einen Einfluss auf das Wachstum und die Differenzierung von Gewebe haben, wurde 
bereits in den 20-er Jahren erkannt [140]. Allerdings dauerte es rund weitere 50 Jahre bis 
die experimentelle Forschung über die Funktion der Retinoide intensiviert wurde [101]. 
Erst mit Veröffentlichung der Erfolge in der Therapie der Promyelozytenleukämie Ende 
der 80-er bzw. Anfang der 90-er Jahre wurde den Retinoiden als Therapeutika bei 
onkologischen Indikationen im Rahmen klinischer Studien vermehrt Aufmerksamkeit 
geschenkt (siehe Kap 2.2.5).  
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Neben einer Induktion der Zelldifferenzierung und Hemmung der Zellproliferation 
begründen weitere biologische Effekte der Retinoide ihren Einsatz in der Therapie und 
Prävention maligner Erkrankungen. Zu diesen nicht immer genau zu trennenden Effekten 
gehören beispielsweise die Unterdrückung der Expression von Onkogenen, die Induktion 
des programmierten Zelltodes (Apoptose), die Hemmung der Angiogenese sowie die 
Stimulation des Immunsystems. Die immunmodulatorische Funktion der Retinoide 
äußert sich in einer Steigerung der Zytokin-Freisetzung, einer Veränderung von 
Zelloberflächenantigenen und einer Aktivierung von Effektorzellen [122, 46, 84].  
Tretinoin und Isotretinoin gehörten 
zu den ersten Retinoiden,  welche 
bei onkologischen Indikationen 
eingesetzt wurden. Sie können 
synthetisch hergestellt werden, sind 
aber auch als aktive Metabolite des 
Retinol ein normaler Bestandteil 
des menschlichen Blutplasmas 
[101].  
Die Grundstruktur eines Retinoid-
Moleküls besteht aus einer zy-
klischen Endgruppe, einer polyenen 
Seitenkette und einer polaren 
Endgruppe. Die Retinoide der 
ersten Generation, wozu auch 
Tretinoin und Isotretinoin gehören, 
unterscheiden sich von Retinol 
durch Veränderung des polaren 
Endes. Durch Modifikationen des 
zyklischen Endes bzw. Ringbildung 
innerhalb der Polyen-Kette ent-
stehen synthetische Retinoide der 
zweiten und dritten Generation 
[46]. 
Vitamin A ist in Form  der pflanzlichen Carotinoide und der in tierischen Geweben 
vorkommenden Retinyl-Ester ein essentieller Bestandteil der menschlichen Nahrung. 
Nach oraler Aufnahme werden die diätetischen Formen des Vitamin A zusammen mit 
anderen Lipiden im Magen emulgiert und im Dünndarm nach Hydrolyse der Ester 
resorbiert. In der Mukosazelle findet die Metabolisierung von ß-Caroten zu Retinol 
sowie eine erneute Veresterung von Retinol statt. Der größte Teil der Retinyl-Ester wird 
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dann über das Lymphsystem in Chylomikronen zur Leber transportiert und dort 
gespeichert [46].  
Von der Leber aus erfolgt die Freisetzung von Retinol in den Blutkreislauf, wobei 
Retinol im Plasma an bestimmte Proteine, sogenannte retinol binding proteins (RBPs) 
gebunden ist. Über einen im Detail noch unbekannten Mechanismus erfolgt der Transfer 
von Retinol aus dem Blutplasma zu intrazellulären  Bindungsproteinen, den cytoplasmic 
retinol binding proteins (CRBPs). Nach Bindung an diese Proteine kann Retinol 
verestert und gespeichert oder enzymatisch über Retinal zu Tretinoin oxidiert werden 
[75]. Die Irreversibilität der Oxidation des Aldehyds Retinal zur Säure Tretinoin erklärt 
den Umstand, dass Tretinoin nicht alle biologischen Funktionen des Vitamin A teilt. So 
kann Tretinoin das Wachstum und die Differenzierung der meisten Zelltypen 
beeinflussen, aber nicht die Rolle des Vitamin A im Sehprozess übernehmen, wofür 
Retinal spezifisch ist [113]. 
Der aktive Metabolit Tretinoin entsteht unter physiologischen Bedingungen überwiegend 
aus der metabolischen Umwandlung von Retinol und Retinal und kommt nur in relativ 
geringen Mengen in der Nahrung vor. Nach oraler Aufnahme wird Tretinoin ohne einen 
spezifischen Carriermechanismus resorbiert und im Gegensatz zu Retinol direkt über das 
Pfortadesystem transportiert. Für den Transport im Plasma ist kein spezifisches Protein 
zuständig, sondern dieser erfolgt durch Bindung an Albumin [3]. 
Innerhalb der Zelle existieren jedoch in Analogie zu den CRBPs spezifische 
Bindungsproteine für Tretinoin. Die genaue Funktion dieser cellular retinoic acid 
binding proteins (CRABP Typ I und II)  ist nicht geklärt. Einerseits wird ihnen eine Art 
Pufferfunktion zugeschrieben mit der die intrazelluläre Retionidkonzentration kontrolliert 
werden kann, andererseits scheinen sie eine wesentliche Rolle im Retinoidmetabolismus 
zu spielen, indem sie Tretinoin an abbauende Enzymsyteme ausliefern [75,113]. 
Im Gegensatz zu Retinol wird Tretinoin nicht in der Leber gespeichert, sondern rasch 
metabolisiert. Dabei können weitere aktive Metabolite, wie beispielsweise das 13-cis 
Analogon Isotretinoin entstehen. Die Isomerisation von Tretinoin zu Isotretinoin ist 
reversibel und kann durch UV-Licht provoziert werden [3]. Sowohl Tretinoin als auch 
Isotretinoin werden über eine Cytochrom-P450 abhängige Hydroxylierung und 
anschließende Oxidation zu 4-oxo-Metaboliten abgebaut, welche nach Konjugation mit 
Glukuronsäure über die Galle ausgeschieden werden [122, 84]. Dieser katabole 
Metabolismus unterliegt einer Autoregulation insofern, als dass Tretinoin eine Induktion 
zum Cytochrom-P450-System gehörender Enzyme bewirken kann [124]. 
Die komplexen biologischen Eigenschaften der Retinoide werden vermittelt über die 
Interaktion mit nukleären Rezeptoren, welche zur Superfamilie der Steroid-Thyroid-
Hormon-Rezeptoren gehören [77]. Die Retinoidrezeptoren werden in die retinoic acid 
receptors (RARs) und die retinoid x receptors (RXRs) eingeteilt, von denen jeweils 
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mindestens 3 Subtypen (α,β,γ) existieren. Die verschiedenen RARs und RXRs 
unterscheiden sich in ihrer biologischen Funktion und in ihrem Vorkommen in 
verschiedenen Geweben. Tretinoin zeigt nur für die RARs hohe Affinitäten. Eine 
suffiziente Bindung an die RXRs ist indirekt nach Isomerisierung zu 9-cis-Retinsäure 
möglich, welche einen Liganden für beide Rezeptortypen darstellt [124]. Die Bindung 
eines Retinoids bewirkt eine Konformationsänderung und somit eine Aktivierung des 
jeweiligen Rezeptors. Über die Interaktion des aktivierten Rezeptors mit bestimmten 
DNA-Sequenzen in der Promotorregion eines Gens, den sogenannten retinoic acid 
responsive elements (RAREs), kann die Transkription dieses Gens reguliert werden 
[124, 77, 91]. Dabei binden Heterodimere aus RARs und RXRs wesentlich effizienter an 
die RAREs als Homodimere. RARs und RXRs agieren nicht nur untereinander, sondern 
auch mit weiteren Rezeptoren der Steroid-Thyroid-Hormon-Rezeptorfamile und mit 
anderen Transkriptionsfaktoren. Beispielsweise kann die Aktivität des Aktivator-Protein-
1 (AP-1), welches als Transkriptionsfaktor eine wesentliche Rolle bei der Übermittlung 
proliferationsfördernder Signale spielt, sowohl von RARs als auch von RXRs gehemmt 
werden [101, 75]. Auf molekularer Ebene äußert sich also die Retiniodwirkung in einem 
komplexen und nur in Einzelheiten bekanntem Netzwerk aus Rezeptorinteraktionen, 
wobei durch die Aktivierung oder Hemmung der Transkription bestimmter Gene multiple 
biologische Effekte erzielt werden können.  
Unter den im menschlichen Blut vorkommenden Retinoiden weist Retinol mit etwa 2 
µmol/l die höchste Konzentration auf. Die physiologischen Plasmaspiegel von Tretinoin 
und Isotretinoin liegen deutlich niedriger bei Werten zwischen 4 und 14 nmol/l bzw. 3,7 
und 6,3 nmol/l [84]. Nach oraler Applikation von Tretinoin und Isotretinoin in 
therapeutischer Dosierung (45 mg/m2 Tretinoin bzw. 80 mg Isotretinoin ) wurden jeweils 
Peak-Plasma-Konzentrationen von etwa 1 µmol/l erreicht, wobei signifikante 
Unterschiede zwischen den Werten einzelner Patienten bestanden. Bezüglich der 
Elimination  bestehen wesentliche Unterschiede in der Pharmakokinetik von Tretinoin 
und Isotretinoin. Während Isotretinoin eine biphasische Elimination mit Halbwertszeiten 
von 10-77 Stunden zeigt, wird Tretinoin mit einer terminalen Eliminationshalbwertszeit 
von unter 1 Stunde relativ schnell aus dem Plasma entfernt [122]. 
Das bekannteste Beispiel für den klinischen Einsatz von Retinoiden bei onkologischen 
Indikationen ist die bereits erwähnte akute Promyelozytenleukämie. Im Rahmen 
verschiedener klinischer Studien konnte bei der Mehrheit der Patienten durch die 
differenzierungsfördernde Wirkung von Tretinoin die Induktion einer kompletten 
Remission erreicht werden, wenn auch die kurzen Remissionsdauern eine remissions-
erhaltende Chemotherapie erforderlich machten [33]. Auch bei weiteren hämatologischen 
Erkrankungen und bei einigen soliden Tumoren konnten klinische Erfolge durch die 
Behandlung mit Retinoiden erzielt werden.  Solche Indikationen, bei denen Retinoide 
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allein oder in Kombination mit anderen antineoplastischen Substanzen  eingesetzt 
wurden, sind neben dem Nierenzellkarzinom beispielsweise die chronisch juvenile 
Leukämie, T-Zell-Lymphome, Plattenepithelkarzinome der Haut und der Zervix und 
Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs. [66, 122, 75]. Außerdem konnte in klinischen Studien 
zur präventiven Funktion der Retinoide bei Patienten mit kutanen, oralen oder zervikalen 
Präkanzerosen das Risiko des Auftretens von Karzinomen verringert werden [33]. Die 
„klassischen“ Indikationen für eine Therapie mit Retinoiden sind jedoch nicht 
onkologische Erkrankungen, sondern Dermatosen. Insbesondere Isotretinoin ist bei 
schweren, therapieresistenten Formen der Akne ein effektives Therapeutikum und für 
diese Indikation in Deutschland zugelassen. 
Die Toxizität von Tretinoin und Isotretinoin entspricht dem Bild einer Vitamin A-
Überdosierung, wobei Tretinoin toxischer ist als sein Isomer [28]. Austrockung von 
Haut und Schleimhaut sind häufige unerwünschte Wirkungen. Zudem können 
Knochenveränderungen, Haarausfall, Störungen des Fettstoffwechsels, Schäden der 
Leber, Kopfschmerzen und andere ZNS-Symptome auftreten [1]. Ein Punkt, der bei der 
klinischen Anwendung von Retinoiden berücksichtigt werden muss, ist ihre teratogene 
Wirkung. Die endogenen Retinoide spielen eine wesentliche Rolle in der 
Embryonalentwickung, indem sie die Transkription der für diesen Prozess wichtigen 
Gene regulieren. Sowohl ein Mangel, als auch eine Überdosierung von Retinoiden 
während der Schwangerschaft kann zu Missbildungen des Embryos führen [21]. Dieser 
Umstand verdeutlicht wiederum, welche komplexen biologischen Funktionen die in ihrer 
Molekülstruktur relativ einfach aufgebauten Retinoide besitzen. 
  
2.3.2 Interferon-α2a 
Interferon (IFN) wurde 1957 erstmals beschrieben als eine Substanz, die von virus-
infizierten Zellen produziert wird und nicht befallenen Zellen antivirale Eigenschaften 
verleiht [64]. 
Heute werden unter dem Begriff Interferone eine Gruppe von Wirkproteinen 
zusammengefasst, die als zelluläre Antwort auf verschiedene exogene Reize 
ausgeschüttet werden und in den Stoffwechsel anderer Zellen eingreifen. Aufgrund 
immunologischer und physikochemischer Eigenschaften werden die Interferone in 3 
Klassen eingeteilt, wobei IFN-α von Leukozyten, IFN-β von Fibroblasten und IFN-γ von 
aktivierten T-Lymphozyten produziert wird.  
Die α-Interferone umfassen mindestens 24 Proteine mit einem Molekulargewicht von 
16000 bis 27000 Dalton, deren Gene auf Chromosom 9 lokalisiert sind. Unter den 
verschiedenen Proteinen besteht eine etwa 90 %-ige Strukturhomologie. Trotz gewisser 
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Unterschiede in der Struktur bestehen wahrscheinlich keine wesentlichen Unterschiede in 
der Funktion der einzelnen α-Interferone [103]. 
Die biologischen Aktivitäten von IFN-α können als immunmodulierend, antiviral und 
antitumoral klassifiziert werden  [15, 103, 51, 30, 117]: 
1. Die Immunmodulation beinhaltet die Aktivierung von natürlichen Killerzellen, 
Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen, die Interaktion mit anderen Zytokinen 
sowie die Steigerung der Expression von MHC- und anderen Antigenen der 
Zelloberfläche.  
2. Die antivirale Aktivität wird über die Induktion bestimmter Enzyme wie 
beispielsweise der 2’-5’-Oligoadenylat-Synthetase und einer Endonuklease vermittelt, 
welche den Abbau viraler RNA katalysieren können. 
3. Die Wirkung auf Tumorzellen ist ein multifaktorielles Geschehen. Neben einer 
indirekten Beeinflussung der Tumorzelle durch die oben genannten immun-
modulatorischen Effekte und durch eine Hemmung der Angiogenese spielen direkte 
antiproliferative Eigenschaften eine Rolle. Solche antiproliferativen Eigenschaften 
manifestieren sich in einer Hemmung der Proteinsynthese und einer Suppression 
bestimmter Onkogene wie c-myc oder c-fos. Daneben greift IFN-α in die Regulation 
des Zellzyklus ein und kann die Differenzierung der Zelle fördern. 
Der molekularbiologische Wirkmechanismus der Interferone ist nicht in allen 
Einzelheiten bekannt. Nach ihrer zellulären Sekretion, welche durch bestimmte exogene 
Faktoren gefördert wird, binden Interferone an IFN-Rezeptoren der Zelloberfläche ihrer 
Zielzellen. Über verschiedene Proteine, die zu der Familie der Janus Kinases (JAKs) und 
der Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs) gehören, wird die 
Information in den Zellkern übertragen und bewirkt dort die Transkription bestimmter 
Gene [53]. 
Ein kommerziell erhältliches α-Interferon ist  IFN-α2a (Roferon-A). Das aus 165 
Aminosäuren bestehende nicht glykosylierte Protein wird mittels der rekombinanten 
DNA-Technologie synthetisch hergestellt.  
Eine orale Applikation dieser Substanz ist nicht sinnvoll, da Interferone von 
proteolytischen Verdauungsenzymen im Gastrointestinaltrakt abgebaut werden. Nach 
subkutaner (s.c.) oder intramuskulärer (i.m.) Injektion von IFN-α liegt die 
Bioverfügbarkeit bei über 80% [139]. Die Eliminations-Halbwertszeit beträgt 4-5 
Stunden, aber eine biologische Aktivität ist noch 2 bis 3 Tage nach der Applikation 
nachweisbar, weshalb IFN-α täglich oder dreimal wöchentlich verabreicht werden sollte. 
Für die Elimination sind proteolytische Enzyme in den Tubuluszellen der Niere 
verantwortlich [30].  
Die Dosierung erfolgt in internationalen Einheiten (IE), wobei eine IE IFN-α2a einer 
Menge von 6pg der Reinsubstanz entspricht. Über das optimale Therapie-Regime besteht 
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bezüglich der Höhe der Einzeldosis und der Dauer der Therapie noch Unklarheit. Für die 
meisten Indikation werden derzeit  Einzeldosen zwischen 3 und 36 x 106 IE eingesetzt 
[138]. Die Serumkonzentrationen von IFN-α2a weisen beträchtliche interindividuelle 
Schwankungen auf. Nach einer i.m. bzw. s.c. Injektion von 36 x 106 wurden im Serum 
Spitzenkonzentrationen zwischen 1500 und 2850 pg/ml bzw. 1250 und 2320 pg/ml 
erreicht [34].  
IFN-α2a gilt derzeit als Therapeutikum der Wahl in der Behandlung der chronisch 
aktiven Hepatitis B, der chronisch aktiven Hepatitis C und des Kaposi-Syndroms bei 
Patienten mit AIDS. Weitere Indikationen beinhalten die Haarzell-Leukämie, die 
chronisch-myeloische Leukämie, das follikuläre Non-Hodgkin-Lymphom, das kutane T-
Zell-Lymphom und eben das metastasierte Nierenzellkarzinom [138]. 
Häufige Nebenwirkungen, die unter einer Therapie mit IFN-α2a auftreten, sind 
grippeähnliche Symptome wie Kopfschmerzen, Müdigkeit, Abgeschlagenheit und Fieber. 
Seltener wurden Übelkeit, Erbrechen, Stomatitis und Hautreaktionen beobachtet. 
Daneben kann es zu Veränderungen verschiedener Laborparameter kommen. Hierzu 
zählen Blutbildveränderungen wie Anämie und Thrombozytopenie sowie Anstieg von 
Leber- oder Nierenretentions-Werten [58]. Bei einem Teil der mit IFN-α2a behandelten 
Patienten können IFN-α2a-bindende und neutralisierende Antikörper nachgewiesen 
werden. Inwieweit dieses Phänomen einen Einfluss auf den Therapieerfolg hat, ist nicht 
geklärt [105]. 
 
2.3.3 5-Fluorouracil 
Vor über 40 Jahren führte die Beobachtung, dass die Base Uracil von Tumorzellen im 
Vergleich zu normalen Zellen vermehrt für die DNS-Synthese genutzt wird, zur 
Herstellung eines Antimetaboliten dieses Pyrimidins. Der synthetisch hergestellte Uracil-
Antimetabolit 5-Fluorouracil (5-FU) unterscheidet sich von der natürlich vorkommenden 
Base nur durch Fluorierung am C-Atom 5 des Pyrimidinringes [56]. 
5-FU ist eine an sich inaktive Vorstufe, die erst nach 
Umwandlung in aktive Metabolite ihre zytotoxische Wirkung 
entfalten kann. Nach Aufnahme in die Zelle wird 5-FU 
enzymatisch in 5-Fluorouridin-Monophosphat (5-FUMP) 
überführt. Dieses Nukleotid wird dann entweder über eine 
Kinase in Fluorouridin-Triphosphat (5-FUTP) oder über eine 
Reduktase in Fluorodesoxyuridin-Monophosphat (5-FdUMP) 
und weiter in Fluorodesoxyuridin-Triphosphat (5-FdUTP) 
umgewandelt [41]. 
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Die zytotoxische Wirkung der 5-FU-Metabolite wird im wesentlichen auf drei 
Wirkmechanismen zurückgeführt [41, 29, 118]: 
1. Hemmung des Enzyms Thymidylat-Synthetase (TS) durch 5-FdUMP: Dieses Enzym 
katalysiert unter physiologischen Bedingungen die Umwandlung von Desoxyuridin-
Monophosphat (dUMP) zu Desoxythymidin-Monophosphat (dTMP), dessen 
Triphosphat-Derivat Thymidylat (dTTP) direkt in die DNS eingebaut wird. Dadurch, 
dass 5-FdUMP eine größere Affinität zu der TS besitzt als das natürliche Substrat 
dUMP, wird die Bildung von dTTP verhindert. Hieraus resultiert eine Hemmung der 
DNS-Synthese und die Induktion des programmierten Zelltodes. 
2. Einbau von 5-FUTP in RNA: Anstelle des natürlichen Nukteotides Uridin-
Triphosphat (UTP) kann 5-FUTP in ribosomale-, messenger- oder tranfer-RNA 
eingebaut werden. Das falsche Nukteotid in der RNA führt zu einer Beeinträchtigung 
der Proteinbiosynthese. 
3. Einbau von 5-FdUTP in die DNA: Untersuchungen haben gezeigt, dass 5-FdUTP als 
ein Substrat für die DNA-Polymerase fungieren kann und dann als falsche Base 
anstelle von dTTP in die DNA eingebaut wird. Dies verursacht Brüche im DNA-
Strang und somit eine Schädigung des DNA-Makromoleküles. 
Welcher dieser Pathomechanismen in Tumorzellen dominiert, ist nicht genau bekannt. 
Wahrscheinlich spielen sowohl die Art des Tumors, als auch die Art der Applikation von 
5-FU eine Rolle. Es gibt Hinweise, dass eine kontinuierliche Infusion von 5-FU 
zytotoxische Effekte eher über eine Hemmung der TS bewirkt, wohingegen eine Bolus-
Applikation von 5-FU einen Zelltod primär über die Störung der RNA-Funktion 
verursacht [118]. 
Nach intravenöser Bolusinjektion von 5-FU (250 mg) wurden peak-plasma-
Konzentrationen von 6,4 µg/ml bis 29,5 µg/ml mit einem Mittelwert von 13,4 µg/ml 
erreicht [102]. Unter kontinuierlicher Infusion lagen die mittleren 24h-plasma-level  
zwischen 16 und 470 ng/ml  [73]. 
Die Plasma-Halbwertszeit von 5-FU ist kurz und beträgt nur 10-20 Minuten. Der Abbau 
findet hauptsächlich in der Leber statt, nur ein kleiner Teil des intravenös applizierten 5-
FU wird unverändert im Urin ausgeschieden. Im katabolen Metabolismus ist die 
Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) das primäre und die Abbaurate limitierende 
Enzym. Bei angeborenem Enzymmangel sind schwere toxische Nebenwirkungen nach 
Applikation von 5-FU beobachtet worden [59]. 
Dieses Enzym kommt hauptsächlich in der Leber vor, wird aber auch in der Mukosa des 
Gastrointestinal-Traktes exprimiert. Ein Abbau von 5-FU im Gastrointestinal-Trakt 
könnte ein Grund für die erhebliche Variabilität in der Bioverfügbarkeit (0- 80 %) nach 
oraler Gabe der Substanz sein [29]. Aufgrund der unvollständigen und variablen 
Resorption ist die orale Gabe von 5-FU verlassen worden. Um das Problem der Biover-
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fügbarkeit zu lösen, ist in den letzten Jahren Forschung bezüglich der Entwicklung und 
des klinischen Einsatzes neuerer oraler Prodrugs wie Capecitabine betrieben worden.  
Beim Vergleich der intravenösen Applikationsformen zeigt die kontinuierliche 24h-
Infusion in klinischen Studien bessere Ansprechraten als die Bolusinjektion.  Gründe für 
die Überlegenheit der kontinuierlichen Infusion liefern die kurze Halbwertszeit und der 
Umstand, dass 5-FU seine zytotoxische Aktivität besonders in der S-Phase des 
Zellzyklus entwickelt, in der sich nur ein geringer Anteil der Tumorzellen zu einem 
bestimmten Zeitpunkt befindet [76]. 
Zu den häufigsten Nebenwirkungen von 5-FU gehören Übelkeit und Erbrechen, sowie 
Myelosuppression, Mukositis und Diarrhoen [130]. Seltenere Toxizitäten betreffen das 
Herz und das zentrale Nervensystem. Die Kardiotoxizität kann sich in 
Rhythmusstörungen, Herzinsuffizienz, pectanginösen Beschwerden bis hin zum 
Myokardinfarkt äußern. Die Neurotoxizität kann ein zerebelläres Syndrom mit Ataxie, 
Dysartrie und Dysmetrie verursachen. Eine weitere toxische Wirkung manifestiert sich 
als Hand-Fuss-Syndrom mit einer mehr oder weniger schmerzhaften Rötung und 
Schwellung der Palmoplantarflächen [59].  
5-FU zeigt Aktivität gegen eine ganze Reihe von Malignomen, einschließlich Tumoren 
des Gastrointestinaltraktes, des Kopf-Hals-Bereiches, des Ovars und der Mamma. Die 
Ansprechraten der Einzelsubstanz liegen dabei zwischen 10 und 30 % [130]. 
Mit dem Ziel die Ansprechraten zu verbessern, ist der kombinierte Einsatz von 5-FU mit 
verschiedenen Biomodulatoren wie Leucovorin, IFN-α, Hydroxyurea, Cisplatin, 
Dipyridamol oder Methotrexat erprobt worden [41]. Diese Substanzen greifen an 
verschieden Punkten im Metabolismus von 5-FU ein. So sollen beispielsweise 
Leucovorin und Cisplatin die Hemmung der TS durch 5-FU verstärken, während 
Methotrexat zu einer vermehrten Bereitstellung eins Co-Substrates für den 5-FU-
Anabolismus führt. Die vielfältigen Interaktionen von IFN-α mit 5-FU, die eine 
Erhöhung der Plasmakonzentration, eine  Abnahme der Clearance und eine Verlängerung 
der Halbwertszeit von 5-FU einschließen, werden zum Teil auf eine Hemmung der DPD 
zurückgeführt. Zudem kann IFN-α in vitro die Umwandlung von 5-FU in aktive 
Metabolite stimulieren. Auch die vermehrte Induktion der TS, welche nach Applikation 
von 5-FU beobachtet wurde und einen wesentlichen Mechanismus der 
Resistenzentwicklung gegenüber 5-FU darstellt, kann durch IFN-α gehemmt werden.     
Die klinische Relevanz der in vitro nachweisbaren Synergismen ist im einzelnen noch 
nicht geklärt [130]. 
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3 Material und Methoden  
   
3.1 Monolayer-Zellkulturen    
Monolayer-Kulturen dienten dazu, Zellmaterial für die Sphäroidkulturen bereit zu stellen. 
Folgende etablierte humane Nierenzellkarzinom-Zelllinien (American Type Culture 
Collection , Manassas, USA) wurden verwendet: 
• A-498 
• ACHN 
• Caki-1 
• SN12C 
Sämtliche Zellkulturarbeiten wurden unter keimreduzierten Bedingungen im 
Arbeitsbereich einer Laminar-Airflow-Box (Heraeus, Hanau) durchgeführt. Die 
Arbeitsfläche wurde vor und nach Gebrauch mit 70 %- igem Ethanol gereinigt. 
Adhärente Zellkulturen wurden in Standardzellkulturflaschen mit 25cm2 oder 75cm2 
Grundfläche (Greiner, Frickenhausen) gezüchtet.      
3.1.1  Inkubationsbedingungen  
Die Inkubation von Zellkulturen erfolgte in einem mit 5 % CO2 begasten Brutschrank 
(Heraeus Instruments, Hanau) bei einer Temperatur von 37° C. Als Wachstumsmedium 
wurde RPMI 1640 (Sigma, Deisenhofen) verwendet, wobei der pH-Wert des Mediums 
durch den NaHCO3-Gehalt in Zusammenhang mit der CO2-Begasung konstant bei 7,0- 
7,2 gehalten wurde. Vor dem Einsatz des Mediums zur Kultivierung von Zellen wurden 
folgende Zusätze beigefügt: 
- 10 % fetales Kälberserum (Cat No 10270-106 Gibco BRL, Eggenstein) 
- 100 IU/ ml Penicillin/ Streptomycin (Gibco, Eggenstein) 
- 2 mM L-Glutamin (Gibco, Eggenstein) 
Das Serum wurde vor dem Zusatz zum Medium durch einstündige Inkubation in einem 
auf 56° C temperierten Wasserbad hitzeinaktiviert und bei –20° C aufbewahrt. Die 
Penicillin/ Streptomycin-Lösung sowie die Glutamin-Lösung wurden ebenfalls bei –20° C 
gelagert. Die Aufbewahrung des komplettierten Mediums erfolgte bei 4° C.  
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3.1.2 Anlegen einer Monolayer-Kultur aus kryokonservierten Zellen 
• Kryoröhrchen in einem 37° C temperierten Wasserbad auftauen. 
• Röhrchen mit 70 %- igem Ethanol abwischen und Inhalt in ein Zentrifugenröhrchen  
pipettieren. 
• Zentrifugenröhrchen mit 3–5 ml nativen Medium auffüllen und 10 min bei 500 x g  
zentrifugieren (Zentrifuge Heraeus sepatec, Osterode) 
• Überstand absaugen. 
• Röhrchen  mit 5 ml kompletten Medium auffüllen und durch wiederholtes auf- und 
abpipettieren Zellen resuspendieren. 
• Inhalt in 25cm2-Kulturflasche pipettieren und diese im Brutschrank bei 37°C  
inkubieren, vorher Deckel lockern, um CO2-Begasung zu ermöglichen  
 
3.1.3 Mediumwechsel 
Die Durchführung des Mediumwechsels der Monolayer-Kulturen, bei dem das alte 
Medium komplett gegen frisches ausgetauscht wurde, erfolgte alle 5 bis 7 Tage.  
• Kultur  unter dem Inversmikroskop (Leica DMIL, Wetzlar) prüfen auf:  
- Morphologische Degenerationszeichen wie Granulatbildung in der Umgebung 
des Zellkerns, Vakuolisierung des Zytoplasmas oder Abrundung der Zellen mit 
Ablösung vom Boden der Kulturflasche. 
- Kontaminationszeichen wie Trübung des Mediums, Veränderung des pH- 
Wertes, ungewöhnliche Partikel oder filamentäre Gebilde. 
- Konfluenzgrad der Zellpopulation.  
• Altes Medium absaugen, dabei Kulturflasche schräg halten und den Boden nicht  
berühren. 
• Frisches komplettes Medium (37°C) in die Kulturflasche pipettieren:  
25cm2-Kulturflasche ⇒ 5 ml Medium 
75cm2-Kulturflasche ⇒ 20 ml Medium 
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3.1.4 Subkultivierung  
Durch Subkultivierung konfluenter Kulturen und nachfolgende Kryokonservierung  
wurde ein Zell-Kontingent angelegt, aus dem Zellen für weitere Experimente entnommen 
werden konnten. Hierfür wurden innerhalb von 3 Zellkulturpassagen gezüchtete Zellen 
verwendet. Die Teilung konfluenter Zellkulturen erfolgte im Verhältnis 1:12.  
• Medium absaugen und verwerfen (wie beim Mediumwechsel).  
• Spülen mit PBS-Puffer (Dulbecco pH=7,2, Biochrom, Berlin) um Serumspuren zu 
entfernen 
• PBS-Puffer absaugen 
• Dissoziation der Zellen durch Zugabe von Trypsin-Lösung (Boehringer, Mannheim) 
und 10 min Inkubation bei 37°C 
• Stoppen der Trypsineinwirkung durch Zugabe serumhaltigen Mediums 
• Zentrifugieren der gelösten Zellen (10 min bei 500 x g). 
• Zell-Sedimente mit frischem Medium resuspendieren und auf Kulturflaschen 
verteilen.  
 
3.1.5 Kryokonservierung von Zellen 
• Zunächst Vorgehen analog zur Subkultivierung bis zur Gewinnung von Zell-
Sedimenten. 
• Die Zell-Sedimente in 1 bis 3 ml einer aus 95% fetalem Kälberserum und 5% DMSO 
(Dimethylsulfoxid, Sigma, Deisenhofen) bestehenden Lösung suspendieren. 
• Suspension in 1ml-Kryoröhrchen (Nunc, Roshilde Dänemark) überführen. 
• Kryoröhrchen in eine auf 4°C gekühlte Polystyrolbox stellen und diese bei -80°C 24 
Stunden lagen, um eine sukzessive Abkühlung zu ermöglichen. 
• Nach 24 Stunden Kryoröhrchen in einen Flüssig-Stickstoff-Aufbewahrungsbehälter  
(-180°C) überführen.  
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3.2 Sphäroidkultur 
Die Produktion der Sphäroide erfolgte nach dem Prinzip der Liquid-Overlay Kultur [17]. 
Dabei wird durch Beschichtung einer 96-er Microtiterplatte mit Agarose eine Oberfläche 
erzeugt auf der Zellen nicht anwachsen können. Nach Zugabe einer Zellsuspension auf 
die präparierte Microtiterplatte und 2-3tägiger Inkubation entstehen dreidimensionale 
Zellaggregate.  
Medium
Agarose
(1,5%)
Sphäroid
 
 
Abb. 3.1: Liquid-Overlay-Kultur 
 
Ebenso wie bei der Monolayerkultur diente RPMI 1640 mit Zusatz von 10% fetalem 
Kälberserum und 100 IU Penicillin, Streptomycin /ml sowie 2mM L- Glutamin / ml als 
Wachstumsmedium. Auch die Inkubationsbedingungen im Brutschrank bezüglich 
Temperatur , CO2-Begasung und Luftfeuchtigkeit sowie die Einhaltung steriler Kautelen 
bei den Laborarbeiten entsprachen den bei der Monolayerkultur beschriebenen 
Vorschriften. 
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3.2.1 Plattenbeschichtung  
• 1,5 g Agarose (A9539 14H029, Sigma, Deisenhofen) in ein steriles 250 ml 
Becherglas geben und mit 100ml RPMI 1640-Medium auffüllen (1,5 %- ige w/v 
Lösung ). 
• Sterilen Rührfisch dazugeben, Becherglas doppelt mit Alufolie abdecken und auf 
einen Magnetrührer stellen (150°C, 30 min). 
• Mit einem Microstepper (combitips plus 5ml long, Eppendorf, Hamburg) 100 µl in 
jede Vertiefung einer sterilen 96iger Microtiterplatte (Falcon, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes USA) füllen. 
 
3.2.2 Sphäroidinitiation 
Die zur Sphäroidinitiation benötigte Zellsuspension wurde aus Monolayer-Kulturen 
jeweils am 5. Tag nach Subkultivierung gewonnen. 
• Herstellung einer Zellsuspension aus einer Monolayer-Kultur entsprechend den 
Arbeitsschritten einer Subkultivierung (3.2.4). 
• Bestimmung der Zellkonzentration dieser Suspension mit Hilfe einer Zählkammer 
nach Neubauer: 
- 50 µl der Suspension mit 200 µl Trypanblau vermischen und jeweils einen 
Tropfen dieser Probe auf beide Kammerseiten der Neubauer- Zählkammer geben.  
- Auszählen der insgesamt 8 großen äußeren Quadrate der Zählkammer und 
Bestimmung der Zellkonzentration (Z) nach der Formel:   
Z = mittlere Zellzahl pro Quadrat x 5 x 104 / ml. 
• Verdünnen der Zellsuspension auf eine Konzentration von  5 x 104 Zellen / ml. 
• Mit einem Microstepper 200 µl der verdünnten Suspension in jede Vertiefung der mit 
Agarose beschichteten 96iger Microtiterplatte füllen (entspricht ca. 1000 Zellen / 
Vertiefung). 
• Nach 2-3tägiger Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO2) bilden sich 
Zellaggregate. 
 
3.2.3 Mediumwechsel 
Der Mediumwechsel, bei dem 100µl/ Vertiefung des alten RPMI 1640-Mediums entfernt 
und durch frisches ersetzt werden, wurde 3 mal pro Woche durchgeführt. 
     Material und Methoden 
   
 
38 
3.2.4 Sphäroidwachstum 
Das Wachstum der Sphäroide wurde über einen Zeitraum von 17 Tagen verfolgt. Die 
Größenbestimmung eines Sphäroids erfolgte durch Messung des größten Durchmessers 
(d1) und des dazu senkrecht stehenden Durchmessers (d2) mittels Messokular des 
Phasenkontrastmikroskopes. Aus diesen Werten wurde das Sphäroidvolumen nach der 
Formel V = π /6 (d1 x d2)3/2 berechnet (Abb. 3.1). 
 
 
 
 
 
d2 
d1 
 
 
Abb. 3.1: Größenbestimmung eines Sphäroids 
 
 
 
Zur Erstellung von Wachstumskurven wurde an den Tagen 3, 4, 5, 7, 10, 12, 14 und 17 
nach Sphäroidinitiation das mittlere Volumen aus jeweils 20 Sphäroiden pro Kulturplatte 
ermittelt. 
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3.3 Therapiemodell und Therapieplan 
Die Grundlage des Therapiemodells für das metastasierte Nierenzellkarzinom bildeten 
Sphäroidkulturen, wobei das Volumen der Sphäroide als Parameter für den 
Therapieerfolg diente.  
Pro Versuch wurde aus jeweils einer Monolayer-Kulturflasche eine Zellsuspension 
gewonnen. Von dieser Zellsuspension wurden parallel mehrere Sphäroidkulturplatten 
angesetzt (Kap. 3.2.2). Dabei wurden pro Platte 20 Vertiefungen mit der Zellsuspension 
beimpft. An den Tagen 3, 5, 7, 10, 12, 14 und 17 erfolgte die Bestimmung der 
Sphäroidvolumina nach der oben angegeben Formel ( Kap. 3.2.4).  
An den selben Tagen, an denen das Volumen der Sphäroide bestimmt wurde, erfolgte 
auch der Mediumwechsel. Dabei wurden dem Medium zu definierten Zeitpunkten 
folgende  Medikamente zugesetzt:  
• Tretinoin (Ro 01-5488, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel) 
• Isotretinoin (Roaccutan, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) 
• Interferon-α2a (Roferon -A, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) 
• 5-Fluorouracil (5-FU „Lederle“, Lederle Arzneimittel GmbH, Wolfratshausen) 
Alle Sphäroide einer Kulturplatte wurden mit der gleichen Medikamentenkonzentration 
behandelt. 
Während Interferon-α2a und 5-Fluorouracil als Lösungen vorlagen und einfach dem 
Wachstumsmedium zugesetzt werden konnten, mussten die Retinoide erst gelöst werden. 
Für das in Pulverform vorliegende, wasserunlösliche Tretinoin Ro 01-5488 wurde  
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO, Sigma Deisenhofen) als Lösungsmittel verwendet. Zunächst 
wurde eine Stammlösung mit 25mg Tretinoin/ ml DMSO hergestellt. Wegen der Licht- 
und O2-Empfindlichkeit dieser Substanz wurde die Lösung dann portionsweise in 
lichtundurchlässige Kryoröhrchen abgefüllt und in flüssigem Stickstoff  (-180°C) 
eingefroren.  
Isotretinoin wurde aus Roaccutan-Kapseln gewonnen. Die Kapseln wurden unter 
sterilen Bedingungen aufgeschnitten und der flüssige Inhalt mit DMSO so verdünnt, dass 
Isotretinoin ebenfalls in einer Konzentration von 25 mg/ ml DMSO vorlag. Auch diese 
Lösung wurde in Einzelportionen eingefroren und bei –180°C gelagert.  
Einzelne Portionen der Retinoid-Lösungen wurden dann jeweils eine halbe Stunde vor 
Gebrauch aus dem Stickstoffaufbewahrungsbehälter genommen, aufgetaut und dann in 
den gewünschten Konzentrationen dem Wachstumsmedium zugesetzt. Während der 
Arbeiten mit Retinoiden wurde das Licht der Laminarbox ausgeschaltet.  
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Zur Analyse von Dosis-Wirkungsbeziehungen wurden Monotherapie-Versuche 
durchgeführt, in denen verschiedene Konzentrationen eines Wirkstoffes getestet wurden.  
In weiteren Versuchen wurden Therapiesituationen mit Kombinationen zweier 
Wirkstoffe simuliert (Tab. 3.1). 
 
Versuch Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17 
1a TRET TRET TRET TRET / / /
1b ISO ISO ISO ISO / / /
2 DMSO DMSO DMSO DMSO / / /
3 / / / / IFN-α IFN-α /
4 / / / / 5-FU 5-FU /
5a TRET TRET TRET TRET IFN-α IFN-α /
5b ISO ISO ISO ISO IFN-α IFN-α /
6a TRET TRET TRET TRET 5-FU 5-FU /
6b ISO ISO ISO ISO 5-FU 5-FU /
Tab. 3.1: Behandlungsschema: allgemeine Übersicht (TRET= Tretinoin, ISO= Isotretinoin,  IFN-α= 
Interferon-α2a, 5-FU= 5-Fluorouracil) 
 
Im ersten Versuch wurden Sphäroidkulturen mit Retinoiden behandelt. Dazu wurden 9 
parallele Sphäroikulturplatten mit jeweils 20 Sphäroiden angesetzt. Eine Platte diente als 
unbehandelte Kontrolle, vier Platten wurden mit Tretinoin und vier weitere Platten mit 
Isotretinoin in verschiedenen Konzentrationen (0.1, 1, 10 und 100 nM/ml) behandelt. 
Neben der Darstellung von Abhängigkeiten zwischen Dosis und Wirkung des jeweiligen 
Retinoids, diente dieser Versuch dem direkten Vergleich der Wirkung der beiden 
Retinoide in äquimolaren Konzentrationen. Die Gabe der Retinoide erfolgte an den 
Tagen 3, 5, 7 und 10 nach Sphäroidinitiation (Tab 3.2 und Abb. 3.2). 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
B 100 nM Tret. 100 nM Tret. 100 nM Tret. 100 nM Tret. # #
C 10 nM Tret. 10 nM Tret. 10 nM Tret. 10 nM Tret. # #
D Sphäroid- 1 nM Tret. 1 nM Tret. 1 nM Tret. 1 nM Tret. # # letzte
E initiation 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. # # Messung
F 100 nM Iso. 100 nM Iso. 100 nM Iso. 100 nM Iso. # #
G 10 nM Iso. 10 nM Iso. 10 nM Iso. 10 nM Iso. # #
H 1 nM Iso. 1 nM Iso. 1 nM Iso. 1 nM Iso. # #
I 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. # #
  
Tab. 3.2: Behandlungsschema der Retinoid- Monotherapie mit Tretinoin (Tret.) bzw. Isotretinoin (Iso.) 
(Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf 1ml Medium. # = Mediumwechsel ohne Zusatz von 
Medikamenten) 
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und
Ansätze B-I
Volumenbestimmung
und
Mediumwechsel
mit
Tretinoin bzw. Isotretinoin
Volumenbestimmung
und
Mediumwechsel
Monolayerkultur
Herstellung einer Zellsuspension mit 5 x 104 Zellen / ml
Zellsuspension auf beschichtete Microtiterplatten verteilen
(200 µl / Vertiefung)
Ansatz A (Kontrolle)
Volumenbestimmung
Mediumwechsel
Tag 0
Tag
3, 5 , 7, 10
Tag
12, 14, 17
Volumenbestimmung
und
Mediumwechsel
ohne
Zusatz von Medikamenten
 
Abb. 3.2: Versuchsaufbau am Beispiel der Retinoid- Monotherapie 
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Um auszuschließen, dass das Lösungsmittel DMSO einen Einfluss auf das Wachstum der 
Sphäroide hat, wurden in einem weiteren Versuch die gleichen DMSO-Konzentrationen, 
die in Versuch 1 zur Lösung der Retinoide verwendet wurden, getestet. Dabei entspricht 
die Menge von 12 ml DMSO dem Lösungsmittel für 1 mM Tretinoin oder Isotretinoin 
(Tab. 3.3).  
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
DMSO für DMSO für DMSO für DMSO für
100 nM Retinoid 100 nM Retinoid 100 nM Retinoid 100 nM Retinoid
DMSO für DMSO für DMSO für DMSO für
10 nM Retinoid 10 nM Retinoid 10 nM Retinoid 10 nM Retinoid
DMSO für DMSO für DMSO für DMSO für
1 nM Retinoid 1 nM Retinoid 1 nM Retinoid 1 nM Retinoid
DMSO für DMSO für DMSO für DMSO für
0,1 nM Retinoid 0,1 nM Retinoid 0,1 nM Retinoid 0,1 nM Retinoid
letzte         
Messung
Sphäroid- 
initiation
B
C
D
E
#
#
#
#
#
#
#
#
 
Tab. 3.3: Behandlungsschema Dimethylsulfoxid (DMSO), Konzentrationen entsprechend Versuch1 (# 
= Mediumwechsel ohne Zusatz von DMSO) 
 
IFN-α2a wurde als Monotherapeutikum zunächst in den Konzentrationen 5, 400 und 
5.000 IE/ml verabreicht (Tab. 3.4). Im Hinblick auf die geplanten Versuche zur 
Kombinationstherapie, bei denen einer Vorbehandlung mit einem Retinoid die 
Applikation des Zytokins folgen sollte, wurden als Zeitpunkte für die Gabe von IFN-α2a 
die Tage 12 und 14 festgelegt. In einem weiteren Versuch wurden höhere IFN-α2a-
Konzentrationen (25.000 und 250.000 IE/ml) eingesetzt (Tab. 3.5, vgl. Kap. 4.1.2). 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
B Sphäroid- # # # # 5000 IU IFN 5000 IU IFN letzte
C initiation # # # # 400 IU IFN 400 IU IFN Messung
D # # # # 5 IU IFN 5 IU IFN
Tab. 3.4: Behandlungsschema der IFN-α2a-Monotherapie 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
B Sphäroid- # # # # 250.000 IU IFN 250.000 IU IFN letzte
C initiation # # # # 25.000 IU IFN 25.000 IU IFN Messung
 
Tab. 3.5: Behandlungsschema der der hoch dosierten IFN-α2a-Monotherapie  
(Konzentrationsangaben pro ml Medium. # = Mediumwechsel ohne Zusatz von IFN) 
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In Analogie zur IFN-α2a-Monotherapie wurde 5-FU als Monotherapeutikum ebenfalls 
an den Tagen 12 und 14 appliziert. Dabei wurden Konzentrationen von 0.1, 1, 10 und 
100 µg/ml verwendet (Tab. 3.6) 
  
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
B Sphäroid- # # # # 100 µg 5-FU 100 µg 5-FU letzte
C initiation # # # # 10 µg 5-FU 10 µg 5-FU Messung
D # # # # 1 µg 5-FU 1 µg 5-FU
E # # # # 0,1 µg 5-FU 0,1 µg 5-FU
 
Tab. 3.5: Behandlungsschema der 5-FU-Monotherapie  
(Konzentrationsangaben pro ml Medium. # = Mediumwechsel ohne Zusatz von 5-FU) 
 
Während bei den Monotherapie-Versuchen verschiedene Konzentrationen eingesetzt 
wurden, beschränkten sich die Versuche zur Kombinationstherapie auf eine 
Konzentration pro Substanz. Bei der Auswahl dieser Konzentration wurden sowohl die 
Ergebnisse der Monotherapie berücksichtigt, als auch die in vivo erreichbaren 
therapeutischen Plasma-Konzentrationen, welche nicht überschritten werden sollten. 
Eine der simulierten Therapiesituationen umfasste eine Vorbehandlung mit Tretinoin 
oder Isotretinoin (jeweils 0,1nM/ml), gefolgt von der Gabe von IFN-α2a (400 IE/ml). In 
Analogie zu den Monotherapie-Versuchen, wurden das jeweilige Retinoid 4 mal (Tag 3, 
5, 7, und 10) und das Zytokin 2 mal (Tag 12 und 14) verabreicht (Tab. 3.6). 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
B Sphäroid- 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 400 IU IFN 400 IU IFN letzte
C initiation 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. 0,1 nM Tret. # # Messung
D 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 400 IU IFN 400 IU IFN
E 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. # #
  
Tab. 3.6: Behandlungsschema der Kombinationstherapie mit Tretinoin bzw. Isotretinoin und IFN-α2a 
(Konzentrationsangaben pro ml Medium. # = Mediumwechsel ohne Zusatz von Medikamenten) 
  
In einem weiteren Versuch wurde eine in bezug auf die Retinoid-Vorbehandlung 
vergleichbare Therapiesituation dargestellt. Anstelle von IFN-α2a wurde 5-FU (1µg/ml) 
in Kombination mit Tretinoin oder Isotretinoin eingesetzt (Tab. 3.7). 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A # # # # # #
B Sphäroid- 0,1nM Tret. 0,1nM Tret. 0,1nM Tret. 0,1nM Tret. # # letzte
C initiation 0,1nM Tret. 0,1nM Tret. 0,1nM Tret. 0,1nM Tret. 1µg 5-FU 1µg 5-FU Messung
D 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. # #
E 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 0,1 nM Iso. 1µg 5-FU 1µg 5-FU
 
Tab. 3.7: Behandlungsschema der Kombinationstherapie mit Tretinoin bzw. Isotretinoin und 5-FU 
(Konzentrationsangaben pro ml Medium. # = Mediumwechsel ohne Zusatz von Medikamenten)  
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3.4 Statistik 
An den Tagen 3, 5, 7, 10, 12, 14 und 17 erfolgte die Volumenbestimmung von 20 
Sphäroiden pro Kulturplatte. Das Volumen eines einzelnen Sphäroids wurde nach der 
oben erläuterten Formel mit Microsoft Excel (Microsoft Corp.) berechnet. 
Aus 20 Sphäroidvolumina pro Platte wurde dann das mittlere Volumen sowie die 
Standardabweichung berechnet. Diese Berechnungen wurden mit dem Programmsystem 
SAS (Statistical Analysis System, SAS Institute, Cary, USA) durchgeführt und dienten 
der Erstellung von Wachstumskurven. 
Nach Abschluss aller Versuchsreihen wurde ein statistischer Signifikanztest 
durchgeführt. Ziel war es zu zeigen, ob die medikamentöse Behandlung zu einer 
signifikanten Reduktion des Sphäroidvolumens führt. Dazu wurden die an Tag 17 
ermittelten 20 Sphäroidvolumina einer medikamentös behandelten Kulturplatte mit den 
20 Volumina der unbehandelten Kontrolle verglichen. Ebenso wurden Vergleiche 
zwischen verschiedenen Behandlungsstrategien (beispielsweise Tretinoin versus 
Isotretinoin) angestellt.  
Als statistisches Testverfahren diente der unverbundene Wilcoxon-Test, welcher 
ebenfalls mit SAS durchgeführt wurde. Die Anwendung des Wilcoxon-Tests beschränkte 
sich auf den Vergleich jeweils zweier Kulturplatten des selben Versuches, also auf 
Sphäroide deren Zellen ursprünglich aus derselben Monolayer-Kulturflasche stammten. 
Als Nullhypothese (H0) wurde formuliert, dass sich die Sphäroidvolumina der jeweiligen 
beiden Platten nicht signifikant unterscheiden. Die Alternativhypothese (H1) beinhaltete, 
dass ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen besteht. Aus einem 
Testergebnis mit einen p-Wert > α/ n  mit n= Anzahl der Tests  folgte eine Entscheidung 
für H0, aus p ≤ α/ n eine Entscheidung für H1. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von α= 
5 % gewählt. 
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4 Ergebnisse 
Jeweils drei verschiedene Passagen der Zelllinien ACHN, Caki 1, A498 und SN12C 
wurden nach der Methode der Liquid-Overlay-Kultur auf Agarose-beschichteten 
Mikrotiterplatten ausgesät (Kap.3.2). Von den genannten Zelllinien bildeten nur SN12C-
Zellen Sphäroide. Sie wurden daher als Grundlage für die Therapieversuche ausgewählt. 
Die Volumina der Sphäroide, deren Zellen ursprünglich aus derselben Monolayer-
Kulturflasche gewonnen wurden, waren relativ homogen (Standardabweichung < 10 %) 
und eigneten sich gut zur Erstellung von Wachstumskurven. Da die Sphäroide der 
Zelllinie SN12C eine reproduzierbare exponentielle Wachstumskinetik über einen 
Zeitraum von 3 Wochen nach Initiation zeigten, wurde für die Therapieversuche ein 
etwas kürzerer Beobachtungszeitraum von 17 Tagen gewählt. 
 
 
 
 
Abb. 4.1: Monolayer-Kultur der Zelllinie SN12C (Phasenkontrastaufnahme, Balken= 100 µm) 
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Abb. 4.2: Sphäroidkultur der Zelllinie SN12C sieben Tage nach Sphäroidinitiation (Phasenkontrast-
aufnahme, Balken= 100µm) 
 
Abb. 4.3: Größenvergleich Sphäroidkultur der Zelllinie SN12C drei (links) und siebzehn Tage (rechts) 
nach Sphäroidinitiation. Das siebzehn Tage alte Sphäroid besteht aus einer zentralen Nekrose, die von 
einem Saum vitaler Zellen umgeben ist (Phasenkontrastaufnahme, Balken= 100 µm) 
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4.1 Monotherapie 
4.1.1 Tretinoin/ Isotretinoin 
Für den Versuch zur Retinoid-Monotherapie wurden 9 parallele Sphäroidkultur-Platten 
angesetzt. Platte A diente als unbehandelte Kontrolle. Dem Wachstumsmedium der 
Platten B bis E wurde Tretinoin in Endkonzentrationen von 0,1 (B), 1 (C), 10 (D) oder 
100 nM/ml (E) zugesetzt. Die Platten F bis I wurden mit Isotretinoin in entsprechenden 
Konzentrationen behandelt. Die Gabe der Retinoide erfolgte an den Tagen 3, 5, 7 und 10 
nach Sphäroidinitiation (siehe Tab. 3.2).  
 
Die Tabelle 4.1. beinhaltet die mittleren Volumina aus jeweils 20 Späroiden pro Tag und 
Konzentration. 
 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A 8,8 (0,7) 14,0 (1,2) 23,0 (1,3) 43,2 (2,6) 66,0 (3,7) 91,2 (7,1) 123,2 (8,7)
B 8,3 (1,0) 10,9 (1,2) 12,6 ( 1,5) 17,8 (1,7) 21,8 (2,1) 27,1 (3,8) 39,2 (6,9)
C 8,1 (1,1) 11,8 (1,4) 16,1 (1,7) 25,2 (2,5) 35,6 (4,2) 49,7 (5,0) 73,0 (8,1)
D Sphäroid- 8,5 (0,7) 13,0 (1,0) 17,7 (1,3) 26,5 (1,8) 37,9 (3,0) 51,5 (4,6) 78,0 (7,6)
E initiation 8,5 (0,8) 12,5 (1,2) 18,5 (1,3) 28,9 (1,7) 40,9 (2,5) 56,8 (4,5) 87,1 (7,0)
F 8,2 (1,1) 12,5 (1,5) 16,5 (1,6) 24,0 (1,9) 32,5 (2,6) 45,4 (5,2) 67,0 (8,1)
G 8,3 (0,9) 12,5 (1,2) 17,1 (1,5) 26,3 (1,8) 37,1 (2,6) 50,9 (3,7) 74,6 (6,8)
H 8,4 (0,9) 13,0 (0,7) 19,5 (1,6) 31,8 (1,9) 44,4 (3,8) 62,7 (5,3) 89,2 (7,6)
I 8,9 (1,2) 14,2 (1,3) 22,2 (1,7) 39,7 (2,5) 58,2 (5,3) 83,9 (8,6) 117,1 (11,6)
 
Tab. 4.1.: Ergebnisse der Tretinoin-/Isotretinoin- Monotherapie: mittlere Sphäroidgröße 
(Standardabweichung) in Volumeneinheiten (vgl. Behandlungsschema Tab. 3.2) 
 
 
Aus den ermittelten Sphäroidvolumina ließen sich die in Abb. 4.4 und 4.5 dargestellten 
Wachstumskurven erstellen 
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Abb. 4.4: Tretinoin-Monotherapie: Wachstumskinetik 
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Abb. 4.5: Isotretinoin-Monotherapie: Wachstumskinetik 
 
 
Wie aus Abb. 4.4 und 4.5 deutlich wird, führt sowohl die Behandlung mit Tretinoin, als 
auch die mit Isotretinoin  zu einem dosisabhängigen Abflachen der Wachstumskurven.  
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Die Abbn. 4.6 und 4.7 zeigen den Vergleich der am letzten Versuchstag bestimmten 
Volumina behandelter Sphäroide in Bezug zur unbehandelten Kontrolle (100 %). 
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Abb. 4.6: Tretinoin-Monotherapie: Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17 
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Abb. 4.7: Isotretinoin-Monotherapie: Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17. 
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Die Behandlung mit Tretinoin bewirkt in Konzentrationen von 0,1 bis 1 nM/ml, welche 
unter physiologischen Bedingungen in vivo nach Gabe der Substanz erreicht werden 
können, eine Volumenreduktion auf 71 bis 63 % des Volumens unbehandelter Sphäroide. 
Die Erhöhung der Dosis von 1 auf  10 nM/ml führt zu einer Volumenreduktion auf 59 %. 
Wohingegen die mit der hier verwendeten höchsten Dosis von 100 nM/ml behandelten 
Sphäroide 32 % des Volumens unbehandelter Sphäroide erreichten.  
Isotretinoin bewirkt in Konzentrationen von 0,1 bis 1 nM/ml eine Volumenreduktion auf 
95 bis 72 % des Kontrollwertes. Unphysiologisch hohe Konzentrationen von 10 bis 100 
nM/ml reduzieren das Sphäroidvolumen auf 61 bzw. 54 %.  
 
Um auszuschließen, dass das Sphäroidwachstum durch das Lösungsmittel DMSO 
beeinflusst wird, wurden in einem weiteren Versuch die gleichen DMSO-
Konzentrationen, die im vorangegangen Versuch zur Lösung der Retinoide verwendet 
wurden, getestet. Die Tab. 4.2 beinhaltet die Ergebnisse dieses Versuches. 
 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A 7,2 (0,4) 16,2 (1,1 ) 33,6 (1,4) 68,7 (2,7) 89,7 (4,2) 124,4 (7,4) 171,6 (14,5)
B 7,4 (0,4) 16,4 (1,2) 33,3 (1,3) 66,2 (3,0) 88,3 (5,0) 119,3 (8,9) 163,2 (13,8)
C Sphäroid- 7,4 (0,3) 16,5 (1,1) 33,7 (1,1) 69,3 (3,3 ) 93,2 (5,1) 127,2 (9,7) 171,6 (11,7)
D initiation 7,3 (0,4) 16,7 (1,1) 33,5 (1,4) 68,7 (2,7) 94,6 (3,7) 125,8 (5,8) 171,2 (14,4)
E 7,2 (0,4) 16,2 (0,8) 33,6 (0,8) 67,4 (3,1) 93,0 (4,6) 125,4 (8,6) 173,3 (14,9)
 
Tab. 4.2: Ergebnisse der Behandlung mit DMSO: mittlere Sphäroidgröße (Standardabweichung) in 
Volumeneinheiten (vgl. Behandlungsschema Tab.3.3). 
 
 
Aus der in Abb. 4.8 dargestellten Wachstumskinetik und dem in Abb. 4.9 gezeigten 
prozentualen Vergleich des Volumens unbehandelter und mit DMSO behandelter 
Sphäroide ergibt sich, dass DMSO in Konzentrationen, welche dem im ersten Versuch 
verwendeten Lösungsmittel für 0,1 bis 10 nM Tretinoin bzw. Isotretinoin entsprechen, 
keinen Einfluss auf das Wachstum der Sphäroide hat. Mit einer dem Lösungsmittel für 
100 nM Tretinoin entsprechenden Konzentration von wurde eine im Rahmen der 
Standardabweichung liegende Volumenreduktion von 5 % erreicht. Die statistische 
Auswertung erfolgte erst nach Abschluss aller Versuchsreihen (siehe Kap. 4.3). 
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Abb. 4.8: DMSO: Wachstumskinetik 
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Abb. 4.9: DMSO: Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17 
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4.1.2 Interferon-α2a 
In einem weiteren Versuch wurden mit IFN-α2a behandelte Sphäroide mit Sphäroiden 
einer unbehandelten Kontrolle (A) verglichen. Die dabei an Tag 12 und 14 angewandten 
Konzentrationen von 5.000 IE/ml (B), 400 IE/ml (C) und 5 IE/ml (D) führten zu den in 
Tab. 4.3. aufgelisteten Ergebnissen. 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A 9,1 (0,6) 17,6 (1,0) 31,6 (1,5) 59,1 (3,9) 81,1 (4,4) 116,0 (5,9) 152,9 (8,6)
B Sphäroid- 9,0 (0,6) 17,7 (1,0) 31,4 (1,6) 58,3 (4,5) 81,6 (7,3) 111,1 (7,6) 146,1 (11,2)
C initiation 9,2 (0,6) 17,9 (1,2) 31,6 (1,8) 59,7 (3,2) 81,1 (5,7) 114,1 (9,5) 154,0 (16,4)
D 9,2 (0,5) 17,8 (0,8) 31,7 (1,8) 58,3 (3,5) 81,4 (5,1) 116,2 (8,0) 152,5 (12,5)
 
Tab 4.3: Ergebnisse der IFN-α2a-Monotherapie: mittlere Sphäroidgröße (Standardabweichung) in 
Volumeneinheiten (vgl. Behandlungsschema Tab. 3.4) 
 
Wie aus den Wachstumskurven in Abb. 4.10 hervorgeht, zeigt IFN-α in den genannten 
Konzentrationen keine Wirkung auf die Profile. 
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Abb. 4.10: IFN-α2a-Monotherapie: Wachstumskinetik 
 
Da die genannten IFN-α2a-Konzentrationen keinen wesentlichen Effekt auf das 
Wachstum der Sphäroide ausübten, schloss sich ein weiterer Versuch an, in dem hohe 
Konzentrationen von 25.000 (B) und 25.0000 IE/ml (C) getestet wurden. Die Ergebnisse 
dieses Versuches  sind in Tab. 4.4 und Abb. 4.11 dargestellt. 
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Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A Sphäroid- 7,3 (0,6) 18,1 (1,0) 32,5 (1,8) 63,5 (3,4) 92,3 (4,1) 129,6 (8,2) 170,0 (12,4)
B initiation 7,6 (0,6) 18,6 (1,7) 32,7 (1,7) 64,8 (3,9) 93,1 (6,7) 116,0 (8,6) 125,7 (12,2)
C 7,6 (0,5) 17,9 (1,1) 32,0 (1,5) 64,0 (4,1) 93,4 (5,3) 127,2 (9,2) 158,8 (15,0)
Tab. 4.4: Ergebnisse der hoch dosierten IFN-α2a-Monotherapie: mittlere Sphäroidgröße 
(Standardabweichung) in Volumeneinheiten (Vgl. Behandlungsschema Tab. 3.5) 
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Abb. 4.11: Hoch dosierte IFN-α2a-Monotherapie: Wachstumskinetik 
 
 
 
In Abb. 4.12 sind die am Tag 17 ermittelten mittleren Volumina der mit IFN-α2a 
behandelten Sphäroide als prozentuale Werte der jeweiligen unbehandelten Kontrolle 
dargestellt. Die unter physiologischen Bedingungen erreichbare Plasma-peak-
Konzentration von 400 IE/ml und die steady-state-Konzentration von 5 IE/ml haben in 
diesem Therapieschema offensichtlich keinen Einfluss auf das Wachstum der Sphäroide. 
Hohe Konzentrationen von 5.000 und 25.000 IE/ml bewirken hier eine marginale 
Reduktion des Sphäroidvolumens auf 96 % bzw. 93 %. Eine deutliche Volumen-
reduktion auf 74 % konnte erst durch die sehr hohe Konzentration von 250.000 IE/ml  
erreicht werden. 
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Abb. 4.12: Interferon-α2a: Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17 
 
 
4.1.3 5-Fluorouracil 
5-FU wurde als Monotherapeutikum in Konzentrationen von 100 (B), 10 (C), 1 (D) und 
0,1 µg/ml (E) ebenfalls an den Tagen 12 und 14 verabreicht. Die Tab. 4.5 beinhaltet die 
mittleren Sphäroidvolumina, die Abb. 4.13 zeigt die Wachstumskinetik und die Abb. 4.14 
stellt die Sphäroidvolumina im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dar. 
 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A 7,3 (0,6) 18,1 (1,0) 32,5 (1,8) 63,5 (3,4) 92,3 (4,1) 129,6 (8,2) 170,0 (12,4)
B Sphäroid- 7,6 (0,5) 18,1 (0,9) 33,1 (1,2) 63,7 (4,1) 95,6 (5,3) 111,5 (6,4) abgestorben
C initiation 7,7 (0,5) 17,9 (1,1) 32,1 (1,8) 62,5 (3,1) 92,3 (4,6) 114,2 (5,7) 124,9 (6,9)
D 7,6 (0,5) 17,9 (0,7) 32,0 (1,7) 63,6 (3,8) 93,3 (7,0) 126,7 (8,6) 162,1 (11,9)
E 7,4 (0,4) 17,9 (0,8) 32,3 (1,6) 63,2 (3,2) 94,5 (3,9) 127,5 (8,2) 173,1 (13,8)
 
Tab. 4.5: Ergebnisse der 5-FU-Monotherapie: mittlere Sphäroidgröße (Standardabweichung) in Volumen-
einheiten (vgl. Behandlungsschema Tab. 3.6) 
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Abb. 4.13: 5-Fluorouracil-Monotherapie: Wachstumskinetik 
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Abb. 4.14: 5-Fluorouracil: Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17 
 
Das mittlere Volumen der mit einer Konzentration von 0,1 bis 1 µg 5-FU behandelten 
Sphäroide weicht um 2 bzw. um 5 % von dem mittleren Volumen der unbehandelten 
Kontrolle ab. Dagegen bewirkt eine Konzentration von 10 µg/ml, welche einer in vivo 
nach Bolusinjektion maximal erreichbaren Konzentration entspricht, eine 
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Volumenreduktion auf 73 %. Die hier verwendete höchste Dosis von 100 µg/ml führte 
zu einer Zerstörung der Struktur der Sphäroide am Tag 17. 
 
4.2 Kombinationstherapie 
4.2.1 Tretinoin/ Isotretinoin +IFN-α2a 
Der Versuch zur Retinoid- IFN-α5- Kombinationstherapie beinhaltete 5 parallel ange-
setzte Sphäroidkulturplatten. Platte A diente als unbehandelte Kontrolle. Den Platten B 
und C wurde Tretinoin und den Platten D und E Isotretinoin in einer Konzentration von 
0,1 nM/ml jeweils an den Tagen 3, 5, 7 und 10 zugesetzt. Zusätzlich wurden die Platten 
B und D noch mit 400 IE IFN-α2a an den Tagen 12 und 14 behandelt. Die Ergebnisse 
zeigen Tab. 4.6 und Abb. 4.15. 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A 6,6 (0,5) 16,9 (0,8) 34,9 (1,5) 85,6 (5,8) 117,1 (7,7) 146,8 (9,9) 181,0 (12,7)
B Sphäroid- 6,8 (0,4) 15,8 (0,6) 30,3 (1,0) 54,2 (3,4) 75,5 (5,3) 99,6 (5,8) 127,5 (9,8)
C initiation 6,6 (0,5) 15,5 (0,9) 30,0 (1,2) 53,9 (2,8) 74,0 (6,1) 107,7 (9,3) 141,7 (10,2)
D 6,8 (0,3) 15,8 (0,8) 32,9 (1,3) 65,7 (3,2) 94,2 (4,8) 121,4 (6,0) 145,9 (9,1)
E 6,8 (0,5) 15,9 (1,4) 32,4 (1,8) 65,5 (3,5) 94,3 (5,1) 127,0 (10,2) 160,1 (9,5)
 
Tab 4.6: Ergebnisse der Kombinationstherapie Tretinoin/Isotretinoin und IFN-α2a: mittlere 
Sphäroidgröße (Standardabweichung)  in Volumeneinheiten (vgl. Behandlungsschema Tab 3.7) 
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Abb.4.15: Tretinoin/Isotretinoin + IFN-α2a: Wachstumskinetik 
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Wie im Versuch zur Retinoid- Monotherapie, führt die Retinoidbehandlung an den Tagen 
3, 5, 7 und 10 zu einem Abflachen der Wachstumskurven, wobei Tretinoin einen 
stärkeren Effekt erzielt als Isotretinoin. Durch die nachfolgende Behandlung mit IFN-
α2a an den Tagen 12 und 14 konnte eine weitere Volumenreduktion gegenüber den nur 
mit Retinoiden behandelten Sphäroiden erreicht werden.  
Der in Abb. 4.16 dargestellte Vergleich der Volumina der nach den unterschiedlichen 
Therapieschemata behandelten Sphäroide, verdeutlicht nochmals diesen Zusammenhang. 
Kontrolle Tretinoin
78%
Tretinoin
+
 IFN-α2a
70%
Iso-
tretinoin
88%
Iso-
tretinoin
+
IFN-α2a
81%
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
Sp
hä
ro
id
vo
lu
m
en
 (%
)
 
Abb.  4.16: Tretinoin/ Isotretinoin + IFN-α2a:  Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17 
 
Die Tretinoin- Monotherapie bewirkt eine Reduktion des Sphäroidvolumes auf 78 % des 
Volumens unbehandelter Sphäroide. Die zusätzliche Gabe von IFN-α2a führt zu einer 
weiteren Volumenreduktion auf 70 %. Aus der Monotherapie mit Isotretinoin resultiert 
ein  mittleres Sphäroidvolumen von 88 %, wohingegen mit der Kombinationstherapie mit 
Isotretinoin und IFN-α2a  ein Sphäroidvolumen von 81 % erreicht wird. 
 
4.2.2 Tretinoin/ Isotretinoin + 5-Fluorouracil 
In einem weiteren Versuch wurde die Kombinationstherapie bestehend aus Tretinoin 
oder Isotretinoin und 5-FU mit der Retinoid- Monotherapie bzw. der unbehandelten 
Kontrolle verglichen. In Analogie zum Versuch zur Retinoid- IFN-α2a- 
Kombinationstherapie wurden die Sphäroide der Kulturplatte A nicht und die der Platten 
C und E nur mit Tretinoin bzw. Isotretinoin (0,1 nM/ml) behandelt. Nach viermaliger 
Gabe von Tretinoin bzw. Isotretinoin folgte für die Platten B und D eine zweimalige 
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Applikation von 5-FU in einer Konzentration von 1 µg/ml. Im Rahmen dieses Versuches 
wurden die in Tab. 4.7 angegebenen mittleren Sphäroidvolumina ermittelt. 
 
 
Platte Tag 0 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 12 Tag 14 Tag 17
A 5,0 (0,3) 11,8 (0,4) 25,0 (0,8) 53,9 (1,6) 82,2 (2,8) 113,9 (6,8) 149,8 (7,7)
B Sphäroid- 5,0 (0,3) 11,4 (0,5) 22,4 (0,8) 40,3 (1,2) 55,6 (2,1) 82,7 (3,7) 122,5 (9,0)
C initiation 5,0 (0,3) 11,3 (0,4) 22,0 (0,6) 39,8 (1,0) 55,1 (1,9) 79,9 (3,6) 115,5 (5,9)
D 5,0 (0,3) 11,8 (0,4) 24,3 (0,6) 48,8 (1,6) 72,8 (2,8) 101,9 (3,7) 140,6 (6,8)
E 5,1 (0,3) 11,9 (0,3) 24,0 (0,8) 48,4 (1,5) 71,0 (2,8) 98,0 (5,5) 138,5 (5,6)
 
Tab. 4.7: Ergebnisse der Kombinationstherapie Tretinoin/ Isotretinoin und 5-FU: mittlere Sphäroid-
größe (Standardabweichung) in Volumeneinheiten (vgl. Behandlungsschema Tab. 3.8) 
 
Anhand der ermittelten Sphäroidvolumina ließen sich die Wachstumskurven in Abb. 4.17 
darstellen. 
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Abb. 4.17: Tretinoin/ Isotretinoin + 5-FU: Wachstumskinetik 
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Die Abb. 4.18 zeigt, inwieweit das mittlere Volumen der behandelten Sphäroide 
gegenüber dem mittleren Volumen der Kontrollgruppe reduziert werden konnte. 
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Abb. 4.18: Tretinoin/ Isotretinoin + 5-FU: Relatives mittleres Sphäroidvolumen am Tag 17. 
 
Die nur mit Tretinoin behandelten Sphäroide erreichen hier 82 % des Volumens 
unbehandelter Sphäroide. In Kombination mit 5-FU beträgt das mittlere Sphäroid-
volumen 77 %. Die Isotretinoin- Monotherapie unterscheidet sich mit einem mittleren 
Volumen von 94 % nur um 2 % von der Kombinationstherapie mit 5-FU, bei der 92 % 
erreicht werden. 
 
 
 
 
 
 
     Ergebnisse 
   
 
60 
4.3 Statistik 
Nach Abschluss der Versuchsreihen erfolgte die in Kap 3.5 beschriebene statistische 
Auswertung mit Hilfe des unverbundenen Wilcoxon-Tests, wobei verschiedene Ansätze 
eines Versuches miteinander verglichen wurden. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.8 
dargestellt. 
Vergleich p-Wert Ergebnis
Tretinoin 100 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin 10 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin 1 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin 0,1 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin 100 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin 10 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin 1 nM/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin 0,1 nM/ml versus Kontrolle p= 0,1044 H0
Tretinoin 100 nM/ml versus Isotretinoin 100 nM/ml p= 0,0001 H1
Tretinoin 10 nM/ml versus Isotretinoin 10 nM/ml p= 0,7348 H0
Tretinoin 1 nM/ml versus Isotretinoin 1 nM/ml p= 0,0002 H1
Tretinoin 0,1 nM/ml versus Isotretinoin 0,1 nM/ml p= 0,0001 H1
DMSO für 100 nM Retinoid versus Kontrolle p= 0,1103 H0
DMSO für 10 nM Retinoid versus Kontrolle p= 0,8179 H0
DMSO für 1 nM Retinoid versus Kontrolle p= 0,8603 H0
DMSO für 0,1 nM Retinoid versus Kontrolle p= 0,6749 H0
IFN-α2a 250000 IE/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
IFN-α2a 25000 IE/ml versus Kontrolle p= 0,0097 H0
IFN-α2a 5000 IE/ml versus Kontrolle p= 0,0561 H0
IFN-α2a 400 IE/ml versus Kontrolle p= 0,4234 H0
IFN-α2a 5 IE/ml versus Kontrolle p= 0,6941 H0
5-FU 100 µg/ml versus Kontrolle
5-FU 10 µg/ml versus Kontrolle p= 0,0001 H1
5-FU 1 µg/ml versus Kontrolle p= 0,0283 H0
5-FU 0,1 µg/ml versus Kontrolle p= 0,4475 H0
nicht auswertbar, da Sphäroid-
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Tretinoin versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin + IFN-α2a versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin  + IFN-α2a versus Tretinoin p= 0,0003 H1
Isotretinoin versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin + IFN-α2a versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin + IFN-α2a versus Isotretinoin p= 0,0001 H1
Tretinoin + IFN-α2a versus Isotretinoin + IFN-a2a P= 0,0001 H1
Tretinoin versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin + 5-FU versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Tretinoin + 5-FU versus Tretinoin p= 0,0381 H0
Isotretinoin versus Kontrolle p= 0,0023 H0
Isotretinoin + 5-FU versus Kontrolle p= 0,0001 H1
Isotretinoin + 5-FU versus Isotretinoin p= 0,2548 H0
Tretinoin + 5-FU versus Isotretinoin + 5-FU p= 0,0001 H1
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Tab 4.8: Statistik: Unverbundener Wilcoxon-Test (p > α / n ⇒ H0;  p≤ α / n ⇒ H1; Signifikanzniveau 
α= 5%; Anzahl der Tests n = 38;  vgl. Kap 3.5) 
Die statistische Auswertung zeigt, dass die Retinoide Tretinoin und Isotretinoin einen 
signifikanten Einfluss auf das Wachstum der Sphäroide haben (Versuch 1). Lediglich die 
mit der niedrigsten Isotretinoin- Konzentration (0,1 nM/ml) behandelten Sphäroide 
weisen keine Volumenunterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf.  
Isotretinoin ist in äquimolaren Konzentrationen weniger wirksam als Tretinoin. Dieser 
Effekt lässt sich auch bei der Kombinationstherapie nachweisen, wo durch den 
kombinierten Einsatz von Tretinoin und IFN-α2a oder 5-FU eine signifikant stärkere 
Wachstumshemmung erzielt werden kann, als durch die Kombination von Isotretinoin 
mit einem dieser Medikamente (Versuch 5 und 6). 
Das Lösungsmittel DMSO zeigt auch in höheren Konzentrationen keine statistisch 
relevante Wirkung auf das Wachstum der Sphäroide (Versuch 2). 
Physiologische Konzentrationen von IFN-α2a haben ebenfalls keinen Einfluss auf 
Sphäroidwachstum. Ein statistisch relevanter Effekt konnte hier erst unter der 
Behandlung mit 25.0000 IE IFN-α2a /ml  erreicht werden (Versuch 3) 
Für 5-FU konnten statistisch signifikante Unterschiede des Sphäroidvolumens im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe ab einer Konzentration von 10 µg/ml 
nachgewiesen werden. Die hohe Konzentration von 100 µg 5-FU/ml führte zu einer 
Zerstörung der Sphäroide am letzten Versuchstag, so dass deren Volumen nicht mehr 
bestimmt werden konnte (Versuch 4). 
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Bezüglich der Kombinationstherapie mit Tretinoin bzw. Isotretinoin und IFN-α2a zeigt 
sich eine signifikante Volumenreduktion gegenüber der Retinoid-Monotherapie (Versuch 
5). Bei diesem Versuch fiel allerdings auf, dass Isotretinoin in  der verwendeten 
Konzentration von 0,1 nM/ml eine Volumenreduktion auf 88 % des Volumens 
unbehandelter Sphäroide bewirkt und sich dieser Effekt als statistisch signifikant 
herausstellt, wohingegen im ersten und sechsten Versuch bei einer Volumenreduktion auf 
95 % bzw. 94 % keine Unterschiede zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden konnten. 
Beim Vergleich der Tretinoin- bzw. Isotretinoin-Monotherapie mit der Kombinations-
therapie bestehend aus Tretinoin bzw. Isotretinoin und 5-FU ergab sich durch die 
zusätzliche Gabe von 5-FU kein statistisch signifikanter Vorteil gegenüber der alleinigen 
Gabe von einem der beiden Retinoide (Versuch 6). 
 
4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die Behandlung der Sphäroide mit den Retinoiden Tretinoin oder Isotretinoin an Tag 3, 
5, 7 und 10 führte zu einer dosisabhängigen Reduktion des Sphäroidvolumens im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100 %). Tretinoin zeigte dabei eine signifikant 
stärkere antiproliferative Wirkung als Isotretinoin, was sich bei einer Retinoid-
Konzentration von 0,1 nM/ml in einem Sphäroidvolumen von 71 % gegenüber 95 % (p= 
0,0001 < α/n; mit α= 5 % und Anzahl der Tests n= 38 ) manifestierte. Bei einer 
Konzentration von 1 nM/ml betrug das Sphäroidvolumen 63 % unter Tretinoin 
gegenüber 72 % unter Isotretinoin (p= 0,0002 < α/n ) und bei 100 nM/ml 32 % 
gegenüber 54 % (p= 0,0001 < α/n). Das Lösungsmittel DMSO hatte in den zur Lösung 
der Retinoide verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf das Sphäroidwachstum.  
Das Volumen der Sphäroide, die mit dem Zytokin IFN-α2a in Konzentrationen von 5, 
400 oder 5.000 IE/ml an den Tagen 12 und 14 behandelt wurden, unterschied sich nicht 
signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,6941 , p= 0,4234, p= 0,0561 > α/ n). Während 
auch eine 5-fach höhere Konzentration von 25.000 IE/ml keine statistisch signifikanten 
Wachstumshemmung bewirkte (p= 0,0097 > α/n), konnte das mittlere Volumen der mit 
der hohen Konzentration von 250.000 IE/ml behandelten Sphäroide auf 74 % gesenkt 
werden (p= 0,0001 < α/ n). 
Unter der Behandlung mit dem Zytostatikum 5-FU in Konzentrationen von 0,1 und 1 
µg/ml an den Tagen 12 und 14 wurden keine signifikanten Volumenunterschiede im 
Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (p= 0,4475, p= 0,0283 > α/n). Eine 
signifikante Reduktion des Sphäroidvolumens auf 73 % (p= 0,0001 < α/n) zeigt sich erst 
bei einer Konzentration von 10 µg/ml. Die höchste verwendete Konzentration von 100 
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µg/ml führte zu einer vollständigen Zerstörung der Sphäroidstruktur an Tag 17, so dass 
das Volumen nicht bestimmt werden konnte. 
Für die Kombinationstherapie wurden Konzentrationen verwendet, welche im Rahmen 
der Plasmaspiegel liegen, die in vivo nach therapeutischer Verabreichung der jeweiligen 
Substanz erreicht werden können. Die Applikation von Tretinoin oder Isotretinoin (0,1 
nM/ml) an den Tagen 3, 5, 7 und 10 gefolgt von einer IFN-α2a-Applikation (400 nM/ml) 
an den Tagen 12 und 14 bewirkte eine marginale, aber signifikante Reduktion des 
Sphäroidvolumens gegenüber der Retinoid-Monotherapie: Unter der Tretinoin- Mono-
therapie betrug die Volumenreduktion  22 %, unter der Kombination mit IFN-α2a 30 % 
(p= 0,0003 < α/n). Isotretinoin induzierte als Monotherapeutikum eine Volumen-
reduktion von 12 % gegenüber einer 19 %-igen Volumenreduktion in Kombination mit 
IFN-α2a (p= 0,0001 < α/n). Da IFN-α2a als Monotherapeutikum in der Konzentration 
von 400 IE/ml keinen signifikanten Einfluss auf das Sphäroidwachstum zeigte, in 
Kombination mit den Retinoiden aber eine stärkere Wachstumshemmung induzierte als 
die Retinoid-Monotherapie, liefern diese Ergebnisse Hinweise für einen möglichen 
synergistischen Wirkmechanismus. 
Durch die zusätzliche Applikation von 5-FU an den Tagen 12 und 14 konnten die 
Ergebnisse der Monotherapie mit Tretinoin (p= 0,0381 > α/n) oder Isotretinoin (p= 
0,2548 > α/n) nicht signifikant verbessert werden. 
Sowohl in Kombination mit IFN-α2a (p= 0,0001 < α/ n), als auch in Kombination mit 5-
FU (p= 0,0001 < α/ n) erzielte Tretinoin eine um 10 bis 15 % stärkere Reduktion des 
Sphäroidvolumens als Isotretinoin in Kombination mit den jeweiligen Substanzen.  
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5 Diskussion 
Mit der Sphäroidkultur steht ein Tumor-Modell zur Verfügung, welches in seiner 
Komplexität zwischen der Monolayer-Kultur in vitro und Tumoren in vivo anzusiedeln 
ist [127].   
Der Vorteil gegenüber der Monolayer-Kultur von Tumorzellen besteht darin, dass das 
Sphäroid-Modell einen dreidimensionalen Tumor darstellt, dessen reproduzierbare 
geometrische Struktur in direktem Zusammenhang mit der Funktion von Tumorzellen 
steht [52]. Durch die dreidimensionale Organisation von Zellen und die in 
Sphäroidkulturen nachgewiesene Ausbildung einer extrazellulären Matrix kann das 
komplexe Netzwerk aus Interaktionen zwischen Zellen untereinander und zwischen 
Zellen und extrazellulärer Matrix simuliert werden.  
Der Aufbau eines Sphäroids ist nach einer initialen Phase des exponentiellen Wachstums 
in der Plateauphase des Wachstums durch eine zentrale Nekrose mit einem äußeren 
Saum vitaler Zellen gekennzeichnet [68]. Diese Gewebestruktur entspricht dem 
typischen Aufbau von Metastasen eines Nierenzellkarzinoms.  
Ebenso wie bei Tumoren in vivo bestehen in Sphäroiden Proliferationsgradienten sowie 
Diffusionsgradienten (biological barrier) für Nährstoffe, pH-Wert und Sauerstoff-
Partialdruck. Auch die Auswirkungen von Penetrationsbarrieren für Medikamente im 
Gewebeverband können mit diesem Zellkultur-Modell im Gegensatz zur 
Monolayerkultur erfasst werden [70, 92]. 
Als Modell und somit reduzierte und vereinfacht Darstellung der Wirklichkeit bietet die 
hier angewandte Monokultur von Sphäroiden nicht die Komplexität von Tumoren in 
vivo. Wichtige Faktoren wie beispielsweise die Tumorangiogenese und die Interaktion 
von Tumorzellen mit immunkompetenten Zellen werden in diesem Modell nicht 
berücksichtigt. Andererseits liegt in der Reduktion der Komplexität der Vorteil, dass 
bestimmte Aspekte der Tumorbiologie isoliert untersucht und somit nachvollzogen 
werden können. 
Bei den hier durchgeführten Medikamententests am Nierentumor- Sphäroidmodell wurde 
die direkte antiproliferative Wirkung der Retinoide auf einen Tumorzellverband 
unabhängig von einer möglichen indirekten Beeinflussung der Tumorzellen über die 
Aktivierung anderer Zellsysteme untersucht. Gleiches gilt für das Zytokin IFN-α2a, 
dessen potentielle antiproliferative Wirkung zwar in Kombination mit Retinoiden, aber 
isoliert von anderen immunmodulatorischen Wirkungen betrachtet wurde. 
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Der Versuch, mit einer aus einer Monolayer-Kultur gewonnen Zellsuspension eine 
Sphäroidkultur anzulegen, gelang in der vorliegenden Arbeit nur zuverlässig und 
reproduzierbar mit Zellen der Zelllinie SN12C, während A498, Caki1 und ACHN nur 
lose Zellaggregate bildeten.  
Da die Sphäroide der Zelllinie SN12C eine reproduzierbare Proliferationskinetik über 
einen Zeitraum von etwa drei Wochen zeigten, wurde das Therapieschema diesem 
Zeitraum  angepasst, wobei einer viermaligen Behandlung mit Tretinoin bzw. Isotretinoin 
eine zweimalige Gabe von IFN-α2a oder 5-FU folgte. 
Die genannten Aspekte - nur ein Parameter für den Therapieerfolg,  nur eine Zelllinie und 
nur ein Therapieschema - schränken die Aussagekraft des Modells weiter ein und machen 
einen kritischen Vergleich mit anderen in vitro- Modellen erforderlich. Hierbei sollen 
insbesondere die möglichen Wirkmechanismen und -synergismen auf molekularer Ebene 
diskutiert werden.  
5.1 Resultate und Wirksynergismen 
Anhand der Versuche am Modell multizellulärer Tumorsphäroide konnte gezeigt werden, 
dass die beiden Retinoide Tretinoin und Isotretinoin das Wachstum des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms hemmen können. Diese Wachstumshemmung - objektivierbar durch 
die Reduktion des Tumorvolumens behandelter Metastasen im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrollgruppe - zeigt eine Abhängigkeit von der verwendeten Dosis des 
jeweiligen Retinoids. In äquimolaren Konzentrationen besitzt Tretinoin eine signifikant 
stärkere antiproliferative Potenz als sein Isomer Isotretinoin. 
Die deutlichsten Effekte wurden mit der höchsten Retinoidkonzentration von 100 nM/ml 
erreicht. Tretinoin bewirkt in dieser Konzentration eine Reduktion des mittleren 
Tumorvolumens um 68 % gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe. Mit Isotretinoin 
in derselben Konzentration konnte eine Volumenreduktion um 46 % erreicht werden.  
Für das vorgestellte Therapiemodell waren aber weniger diese hohen Konzentrationen 
von Interesse, sondern vielmehr solche, welche das Kriterium erfüllen, innerhalb der 
Plasma-Spiegel zu liegen, welche beim Menschen nach therapeutischer Verabreichung 
von Tretinoin oder Isotretinoin erreicht wurden. Die mit einer Konzentration von 0,1 nM 
Tretinoin/ml behandelten Sphäroide zeigten eine signifikante Reduktion des 
Tumorvolumens zwischen 18 und 32 %. Dagegen unterschieden sich die Volumina der 
mit 0,1 nM Isotretinoin/ ml behandelten Sphäroide nur in einem Versuch mit einer 12 %-
igen Volumenreduktion signifikant von der unbehandelten Kontrollgruppe.   
Prinzipiell konnte auch für das Zytokin IFN-α2a eine antiproliferative Wirkung 
nachgewiesen werden. Allerdings waren hierfür Konzentrationen notwendig, welche weit 
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oberhalb der in vivo erreichbaren Plasma-Spiegel lagen. So wurde mit einer bereits hohen 
Konzentration von 25.000 IE IFN-α2a /ml noch keine signifikante Reduktion des 
mittleren Tumorvolumens erreicht, während eine 10-fach höhere Konzentration zu einer 
26 %-igen Volumenreduktion führte. Die Ergebnisse am Sphäroidmodell weisen darauf 
hin, dass die antiproliferative Wirkung von IFN-α2a zumindest in hohen Konzentrationen 
auch durch eine direkte Beeinflussung von Tumorzellen unabhängig von einer Interaktion 
mit anderen immunkompetenten Zellen vermittelt werden kann. 
Durch die kombinierte Gabe mit IFN-α2a in einer im Rahmen der Monotherapie 
unwirksamen Konzentration von 400 IE/ ml konnte die antiproliferative Wirkung der 
Retinoide leicht verbessert werden. Unter der Kombinationsbehandlung mit Tretinoin 
und IFN-α2a betrug die Reduktion des Tumorvolumens 30 %, womit ein signifikant 
stärkerer Effekt erreicht wurde, als unter der Monotherapie mit Tretinoin, welche nur zu 
einer 22 %-igen Volumenreduktion führte. Auch die durch die Isotretinoin-IFN-α2a- 
Kombinationstherapie induzierte Wachstumshemmung lag mit 19 % signifikant höher als 
die durch die Isotretinoin- Monotherapie bewirkte Wachstumshemmung von 12 %. 
Damit handelt es sich zwar nur um marginale Effekte, aber der Umstand, dass die 
Kombinationstherapie mit IFN-α2a in einer an sich unwirksamen Konzentration einen 
statistisch signifikanten Vorteil gegenüber der Retinoid- Monotherapie bietet, lässt auf 
eine mögliche synergistische Wirkung zwischen den Retinoiden und IFN-α2a  schließen. 
Die Daten, die aus der Behandlung der Sphäroide mit 5-FU resultieren, deuten sowohl 
auf eine potentielle antiproliferative, als auch auf eine potentielle zytotoxische Wirkung 
dieser Substanz auf Metastasen des Nierenzellkarzinoms. Der antiproliferative Effekt 
manifestierte sich in einer 27%-igen Reduktion des Tumorvolumens unter der Therapie 
mit einer Konzentration von 10 µg/ml, welche im Bereich der beim Menschen 
gemessenen maximalen Plasma-Konzentrationen liegt. Die Behandlung mit der hohen 
Konzentration von 100 µg 5-FU/ml führte zu einer Zerstörung der Sphäroide. 
In Analogie zur Retinoid- IFN-α2a- Kombinationsbehandlung wurde im vorliegenden 
Therapieschema für die Retinoid -5-FU- Kombinationsbehandlung eine 5-FU-
Konzentration gewählt, welche im Bereich in vivo erreichbarer Plasma-Spiegel liegt, aber 
als Monotherapeutikum keine Wirksamkeit zeigte. Die zusätzliche Verabreichung von 5-
FU konnte hier die Ergebnisse der Retinoid-Monotherapie nicht signifikant verbessern 
und lieferte keinen Hinweis auf einen synergistischen Wirkmechanismus. 
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5.2 Vergleich mit anderen in vitro Daten 
Retinoide hemmen das Wachstum und beeinflussen die Differenzierung verschiedener 
Tumorzelllinien in vitro. Zu den Malignomen, bei denen eine antiproliferative und/oder 
differenzierende Wirkung der Retinoide im Rahmen von laborexperimentellen Arbeiten 
mit Zellkulturen nachgewiesen werden konnte, zählen beispielsweise die akute 
myeloische Leukämie, das Mammakarzinom, das Bronchialkarzinom, das Melanom, das 
Neuroblastom sowie Plattenepithelkarzinome im Kopf-Halsbereich [122, 78].  
Der weitaus größte Anteil der laborexperimentellen Arbeiten, die sich mit der Wirkung 
von Retinoiden auf Tumorzellen auseinandersetzen, bezieht sich auf zweidimensionale 
Monolayer-Kulturen. Sacks et al. bildeten eine der ersten Arbeitsgruppen, die sich mit 
den Auswirkungen einer Retinoid- Exposition auf ein dreidimensionales Zellkultursystem 
befassten [115]. Anhand multizellulärer Tumorsphäroide, welche aus einer Larynx-
karzinom- Zelllinie gewonnen wurden, zeigte diese Arbeitsgruppe, dass Tretinoin sowohl 
einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation als auch auf die Differenzierung von 
Plattenepithelkarzinomzellen besitzt. Die Ergebnisse der Tretinoin-Behandlung am 
Sphäroidmodell des Larynxkarzinoms sind mit den vorliegenden Ergebnissen am 
Sphäroidmodell des Nierenzellkarzinoms insofern vergleichbar, als dass sich jeweils eine 
dosisabhängige Reduktion des Volumens der mit Tretinoin behandelten Sphäroide im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachweisen lässt.  
Ebenfalls am Sphäroidmodell einer Plattenepithelkarzinom-Zelllinie demonstrierten Sacks 
et al., dass sowohl die Behandlung mit freiem als auch mit  in Liposomen verkapseltem 
Tretinoin zu histomorphologischen Veränderungen innerhalb des gesamten Querschnitts 
der Sphäroide führt [116]. Die Lipophilie und gute Gewebe-Gängigkeit der Retinoide 
bietet möglicherweise auch in der Therapie des Nierenzellkarzinoms einen Vorteil, da 
Nierenzellkarzinome meist einen hohen Fettgehalt aufweisen [108]. 
Bezüglich der antiproliferativen Effekte zeichnete sich die all-trans-Retinsäure Tretinoin 
in den vorliegenden Versuchsreihen durch eine stärkere Wirkung aus als die 13-cis-
Retinsäure Isotretinoin. Andere in vitro- Studien zeigen, dass beide Retinoide auch 
bezüglich der differenzierenden Effekte unterschiedliche Aktivitäten besitzen. Sowohl 
Bollag [7] als auch Chomienne et al. [20] schreiben aufgrund ihrer Untersuchungen an 
Promyelozyten-Leukämie-Zellen Tretinoin eine größere Potenz zur Induzierung einer 
Zelldifferenzierung zu als seinem cis-Isomer.  
Allerdings liegen bezüglich des Vergleiches der Wirksamkeit der beiden Retinoide bei 
onkologischen Indikationen auch konträre Ergebnisse vor. In Diskrepanz zu den 
Resultaten, welche sich in der vorliegenden Arbeit aus der Retinoid-Behandlung einer 
Nierenzellkarzinom-Zelllinie ergaben, stehen die Ergebnisse einer in vitro- Studie, welche 
den zytostatischen Effekt verschiedener Retinoide auf Blasenkarzinom-Zelllinien 
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untersucht. Während hier das Wachstum der Nierenzellkarzinom-Zellen stärker durch 
Tretinoin gehemmt wurde, konnten Laaksovirta et al. zwar für Isotretinoin und für die 9-
cis-Retinsäure Alitretinoin, nicht aber für Tretinoin eine zytostatische Wirkung auf 
Blasenkarzinom-Zellen nachweisen [72]. 
Beim Vergleich von Tretinoin und Isotretinoin müssen einige Aspekte beachtet werden, 
welche die Verhältnisse in vivo betreffen. Ein solcher ist die unterschiedliche 
Pharmakokinetik der beiden Isomere. Tretinoin wird mit einer Halbwertszeit von einer 
Stunde aus dem Plasma eliminiert, während die Eliminationshalbwertszeit von 
Isotretinoin etwa 10-fach höher liegt (siehe Kap. 2.3.1).  Hinzu kommt, dass sich die 
Isomerisierung von Isotretinoin zu Tretinoin quantitativ von der Umkehrreaktion 
unterscheidet [89]. Chen et al. gelang bei Ratten die Isolierung einer hepatischen 
Glutathion-S-Transferase, welche die rasche Umwandlung der 13-cis zur all-trans-
Retinsäure katalysiert [19].  
Ein weiterer, für den klinischen Einsatz von Retinoiden interessanter Aspekt, betrifft den 
katabolen Metabolismus. Nach systemischer Applikation von Tretinoin wurde ein 
verstärkter Abbau dieser Substanz beobachtet, während dieser Effekt nach Applikation 
von Isotretinoin  nicht eintrat [89]. Hierbei spielt möglicherweise ein Cytochrom-P450 
(CYP)-abhängiges Enzym die Schlüsselrolle. Anhand laborexperimenteller 
Untersuchungen an Mamma- und Kolon- Karzinom- Zelllinien konnten Sonneveld et al. 
zeigen, dass Tretinoin die Expression von CYP26 induziert, was zu einer verstärkten 
Hydroxylierung  von Tretinoin führt, wohingegen Isotretinoin von CYP26 nicht erkannt 
wird [123]. Die im Rahmen der Autoinduktion des katabolen Stoffwechsels entstehenden 
polaren Retinoidmetaboliten, besitzen- was aus einer weiteren Arbeit desselben Labors 
hervorgeht- eine ähnliche oder geringere biologische Aktivität als Tretinoin, wobei das 
Phänomen der Autoinduktion des katabolen Metabolismus nur bei Tretinoin-
empfindlichen, nicht aber in Retinoid- resistenten Zelllinien nachzuweisen war [133]. 
Obwohl einige laborexperimentelle Studien implizieren, dass Tretinoin bei der 
Behandlung von Tumorzellen effektiver sein könnte als Isotretinoin, wurde bisher im 
Rahmen klinischer Studien vermehrt Isotretinoin eingesetzt. Der Grund hierfür liegt aber 
weniger in der geringeren Resistenzentwicklung, sondern im wesentlichen in der 
geringeren Toxizität, die nach systemischer Verabreichung des 13-cis-Isomers 
beobachtet wurde. In einer Metaanalyse früherer dermatologischer Studien fanden Smith 
el al. insbesondere eine höhere Inzidenz zentralnervöser Nebenwirkungen, wie 
Kopfschmerzen, Schwindel oder Sehstörungen bei den mit Tretinoin behandelten 
Patienten [122].  
Auch bezüglich der Retinoid-Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms liegen 
sowohl laborexperimentell als auch klinisch überwiegend Daten zum Einsatz von 
Isotretinoin vor.  
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Eine der laborexperimentellen Arbeiten, die sich mit dem isolierten Einfluss von 
Retinoiden auf Nierenzellkarzinomzellen in vitro beschäftigt, wurde von Hoffman et al. 
veröffentlicht [60]. Die Arbeitsgruppe untersuchte den antiproliferativen Effekt von 
Isotretinoin auf 12 Nierenzellkarzinomzelllinien mittels eines Wachstums- Assays, in dem 
die relative Abnahme der Zellzahl gegenüber einer unbehandelten Kontrolle als 
Parameter für den Therapieerfolg diente.  Dabei waren 10 der 12 behandelten Zelllinien 
entweder resistent, oder zeigten eine moderate Wachstumshemmung unter 20%. Das 
Wachstum einer Zelllinie wurde minimal stimuliert und nur eine Zelllinie zeigte eine über 
90 %-ige Wachstumshemmung.   
Die überwiegend marginale Wachstumshemmung der Monolayer-Zellkulturen unter der 
Isotretinoin- Behandlung deckt sich mit den Ergebnissen, welche in der vorliegenden 
Arbeit anhand von Untersuchungen an multizellulären Tumorsphäroiden gewonnen 
wurden. Ein Hinweis für etwas bessere Ergebnisse durch Einsatz von Tretinoin findet 
sich in der Arbeit von Hoffman et al. nicht. Dort wird erwähnt, dass unter beiden 
Isomeren ähnliche Ergebnisse erzielt wurden, ohne dass hierzu konkrete Daten ange-
geben werden. 
Unter der Fragestellung, wie die antiproliferativen Effekte der Retinoide auf 
Nierenzellkarzinomzellen vermittelt werden, analysierten Hoffman et al. in der erwähnten 
Arbeit die Expression der Retinoidrezeptoren RAR-α, -β und -γ vor und nach der 
Behandlung mit Isotretinoin. Dabei zeigte sich, dass nur die Zelllinie, deren Wachstum 
durch Isotretinoin deutlich gehemmt wurde, RAR-β initial exprimierte und dass diese 
Expression durch die Behandlung mit Isotretinoin noch weiter gesteigert wurde, 
wohingegen bei den weitgehend resistenten Zelllinien die Expression von RAR-β nicht 
induziert werden konnte. Aus der Korrelation zwischen Wachstumshemmung und 
Expression  von RAR-β  leiten Hoffman et al. ab, dass dieser Retinoidrezeptor für die 
Vermittlung der antiproliferativen Effekte verantwortlich ist. RAR-β wird die Funktion 
eines Tumorsuppressorgens zugeschrieben, dessen Verlust auch bei anderen Zelltypen  
mit einer malignen Transformation assoziiert ist. Eine vermehrte Expression von RAR-β 
konnten Berg et al. auch in Tumorgewebeproben von Patienten nachweisen, die klinisch 
unter einer kombinierten Isotretinoin- IFN-α2a-Therapie eine Tumorregression 
aufwiesen, dagegen war bei Patienten, die nicht auf diese Therapie ansprachen, auch 
keine Veränderung im Expressionsmuster des RAR-β festzustellen [5]. 
Wie die letztgenannte Arbeit befasst sich der größte Anteil der Arbeiten zum Einsatz von 
Retinoiden beim metastasierten Nierenzellkarzinom nicht mit einer Retinoid- 
Monotherapie, sondern mit einer Kombination der Vitamin A-Säurederivate mit 
Interferonen. Das Interesse an einem kombiniertem Einsatz beider Substanzklassen bei 
dieser Indikation leitet sich aus dem Umstand ab, dass die Interferontherapie eine der 
wenigen Therapieoptionen bildet, die gegen das metastasierte Nierenzellkarzinom eine 
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gewisse Aktivität zeigen und dass für die Kombination aus Retinoiden und Interferonen 
bei anderen Tumoren synergistische Effekte nachgewiesen wurden (siehe Kap 2.2.5.5).  
In der vorliegenden Arbeit konnte durch eine der Retinoid- Therapie folgende 
Applikation von IFN-α2a eine leichte Verbesserung der antiproliferativen Wirkung 
erreicht werden, wohingegen IFN-α2a alleine in unter physiologischen Bedingungen 
erreichbaren Plasma- Konzentrationen keine Wirksamkeit zeigt.  
Auch andere laborexperimentelle Untersuchungen belegen den Vorteil einer Kom-
binations- gegenüber einer Monotherapie beim metastasierten Nierenzellkarzinom. 
Motzer et al. beobachten unter zusätzlicher Applikation von Tretinoin eine Verstärkung 
der durch IFN-α2a induzierten antiproliferativen Effekte bei verschiedenen 
Nierentumorzelllinien [88]. Dieser Effekt war allerdings nicht bei Zelllinien nachweisbar, 
die gegenüber IFN-α2a  als Monotherapeutikum resistent waren, sondern nur bei IFN-
α2a- empfindlichen Zelllinien. Buer et al. berichten dagegen auch über einen möglichen 
Vorteil der Kombinationstherapie bei Nierenzellkarzinomzelllinien, die nicht auf IFN-α 
ansprechen [13]. In dieser Studie diente die Induktion des programmierten Zelltodes als 
Kriterium für das Ansprechen auf ein Medikament. Während IFN-α alleine die Apoptose 
nicht beeinflusste, konnte durch die Kombination mit Isotretinoin die Apoptoserate 
signifikant gegenüber der alleinigen Isotretinoin- Behandlung gesteigert werden. Auch 
Taguchi et al. konnten bei einer murinen Nierenzellkarzinomzelllinie, deren Wachstum 
durch IFN-α/β allein nicht gehemmt wurde, durch die Kombination mit Isotretinoin eine 
gegenüber der Isotretinoin- Monotherapie gesteigerte Wachstumsinhibition nachweisen 
[128], was sich ebenfalls mit den in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen 
deckt. Nanus et al. erreichten bei vier untersuchten Nierenzellkarzinom-Zelllinien mit der 
Kombination von Isotretinoin und IFN-α eine signifikant stärkere Wachstumshemmung, 
als mit der jeweiligen Einzelsubstanz [90].  
Insgesamt sprechen diese in vitro Daten für einen synergistischen Wirkmechanismus der 
Retinoid- Interferon- Kombinationstherapie beim Nierenzellkarzinom, was die Frage 
nach einer Interaktion der beiden Substanzen auf molekularer Ebene aufwirft. Hierzu 
nehmen die beiden letztgenannten Arbeiten Stellung. Taguchi et al. untersuchten den 
Einfluss der Kombinationstherapie auf die Expression der Retinoidrezeptor-Subtypen 
RAR-α,-β, und -γ. Wie bereits oben erwähnt, wird RAR-β eine Rolle bei der 
Vermittlung der antiproliferativen Effekte der Retinoide zugeschrieben. In der Arbeit von 
Taguchi et al. fand sich allerdings keine Korrelation zwischen der Behandlung mit 
Isotretinoin und IFN-α/β und der Expression der Retinoidrezeptoren. Auch Motzer et al. 
konnten durch Addition von IFN-α zu Isotretinoin keine Veränderung des 
Expressionsmusters von RAR-β feststellen [88], weshalb nicht davon ausgegangen 
werden kann, dass sich der Wirksynergismus im Rahmen einer Interferon- induzierten 
RAR-Expression abspielt. 
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Die von Kolla et al. an einer Mammakarzinom-Zelllinie durchgeführten Untersuchungen 
deuten vielmehr darauf hin, dass Retinoide eher die antiproliferativen Effekte von IFN 
modulieren als umgekehrt [69]. Mit einer Tretinoin- Vorbehandlung, gefolgt von einer 
IFN-β-Applikation, nicht aber mit der Umkehrung des Behandlungsschemas wurden 
zytotoxische Effekte erzielt. Auch das in der vorliegenden Arbeit vorgestellte 
Therapieschema für das metastasierte Nierenzellkarzinom basiert auf einer Retinoid- 
Vorbehandlung mit anschließender IFN-α2a-Gabe. Auf molekularer Ebene korrelierte 
das Ansprechen der initial IFN- resistenten Zellen in der Arbeit von Kolla et al. mit einer 
durch die Retinoid- Vorbehandlung induzierten vermehrten Transkription von STAT 1, 
einem Transkriptionsfaktor, der bei der Übertragung von Interferon-Signalen im Zellkern 
eine kritische Rolle spielt (siehe Kap 2.3.2). Eine durch Tretinoin bewirkte Induktion von 
Proteinen, welche die intrazelluläre Signaltransduktion der Interferone vermitteln, 
konnten Gianni et al. auch bei Promyelozytenleukämie-Zellen nachweisen [42].  
Ob diesem Effekt allerdings auch bezüglich des Retinoid-Interferon-Synergismus beim 
metastasierten Nierenzellkarzinom eine Schlüsselrolle zukommt, ist fraglich. Die bereits 
oben erwähnte Arbeit von Nanus et al. [90] befasst sich mit der Frage, ob die durch die 
Kombinationstherapie erzielte Wachstumshemmung der Nierenzellkarzinom-Zelllinien 
über eine  vermehrte Expression des IFN- stimulated gene factor 3 (ISGF3) vermittelt 
wird. Bei ISGF3 handelt es sich um einen IFN- spezifischen Transkriptionsfaktor-
Komplex, der sich aus den beiden STAT-Faktoren STAT 1 und STAT 2 und dem 
Protein p48 zusammensetzt. Im Gegensatz zu den Untersuchungen an Promyelozyten-
leukämiezellen, wurde bei den Nierenzellkarzinomzellen die Expression von keinem der 
genannten IFN- spezifischen Signal-Proteine durch eine Retinoidbehandlung beeinflusst.  
Eine weitere Interaktionsmöglichkeit zwischen Retinoiden und IFN bietet das CYP450-
abhängige Monooxygenase-System. Stanley et al. zeigten an Mäuselebern, dass IFN-α 
eine regulierende Funktion auf verschiedene Isoenzyme des CYP450 hat [126]. Da 
CYP450- abhängige Enzyme den Abbau von Tretinoin und Isotretinoin katalysieren, 
könnte eine verminderte Expression dieser Enzyme die Effektivität der Retinoide 
steigern. Bei Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom, die mit einer 
Kombinationstherapie bestehend aus IFN-α2a und Tretinoin behandelt wurden, konnten 
Bonhomme-Faivre et al. eine reduzierte Tretinoin-Clearance unter der begleitenden IFN- 
Gabe feststellen [8]. 
Neuere Untersuchungen liefern Hinweise dafür, dass auch Redox-Enzyme in den Prozess 
der Retinoid- Interferon vermittelten Wachstumshemmung bei Tumoren involviert sind.  
Hu et al. identifizierten einige Gene, die mit einer Retinoid- Interferon- induzierten 
Zellmortalität (GRIM) assoziiert sind. Eines dieser GRIMs kodiert für das Redoxenzym 
Thioredoxin-Reduktase. In vitro steigert dieses Enzym die Zellmortalität über eine 
Verstärkung der Transkription des Tumorsuppressorgens p53 [62]. 
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Insgesamt sind also nur einzelne Aspekte des molekularen Wirkmechanismus der 
Retinoid-Interferon-Kombinationstherapie bekannt. Der Umstand, dass Retinoide an 
Rezeptoren im Zellkern, Interferone dagegen an Rezeptoren auf der Zelloberfläche 
binden, lässt hypothetisch vielfältige Interaktionsmöglichkeiten offen. Beide Substanzen 
scheinen auf komplexe Weise Gene zu beeinflussen, die eine kritische Rolle in der 
malignen Transformation von Zellen bzw. in der Unterdrückung derselben spielen.  
Ein weiterer Aspekt betrifft die Wirkung  der genannten Substanzen auf Tumorzellen in 
Bezug auf deren Interaktion mit immunkompetenten Zellen. Neben einer direkten 
antiproliferativen Wirkung der Kombinationstherapie könnte auch die Erhöhung der 
Tumorimmunogenität durch eine vermehrte Expression von Oberflächenantigenen von 
klinischer Relevanz sein. 
Bevor die klinische Relevanz der Retinoid- Therapie beim metastasierten 
Nierenzellkarzinom diskutiert wird, soll hier noch auf laborexperimentelle Daten zur 
Kombination von Retinoiden mit 5-FU eingegangen werden. Die Chemotherapie mit 
Zytostatika lieferte beim metastasierten Nierenzellkarzinom insgesamt enttäuschende 
Ergebnisse, wobei 5-FU eine der wenigen Substanzen ist, unter der überhaupt ein 
Ansprechen auf die Therapie erreicht werden konnte, wenn auch die Ansprechraten unter 
10% liegen und somit äußerst gering sind (siehe Kap. 2.2.4).  
Im Rahmen ihrer Untersuchungen an Leukämiezellen berichten Waxman et al. über eine 
verstärkte differenzierende und zytotoxische Wirkung durch die Kombination von 
fluorierten Pyrimidinen und Differenzierungsinduktoren wie Tretinoin [137].  
Sacks et al. begründen einen kombinierten Einsatz  von Retinoiden und Zytostatika mit 
ihrer Beobachtung, dass Tretinoin an einem Plattenepithelkarzinom-Sphäroidmodell zwar 
zu einer durch die relative Abnahme der Sphäroidgröße messbaren Wachstumshemmung 
führte, während aber weiterhin eine DNA-Synthese in diesen Sphäroiden nachweisbar 
war. Durch die Kombination mit 5-FU, welches die DNA-Synthese inhibiert, wurde in 
diesem Modell  ein synergistischer antineoplastischer Effekt erzielt [114]. 
In der vorliegenden Arbeit zeigte 5-FU als Monotherapeutikum nur im Bereich höherer 
Konzentrationen eine antiproliferativen Wirkung. Für einen möglichen Vorteil einer 
Kombinationstherapie mit Retinoiden ergab sich hinsichtlich des hier gewählten 
Therapieschemas, in dem die 5-FU-Gabe einer Retinoid- Vorbehandlung folgte, kein 
Anhalt. Die Kombination von Retinoiden mit 5-FU ohne Zusatz weiterer Substanzen 
wird in der Literatur zum metastasierten Nierenzellkarzinom kaum beachtet. Für diese 
Indikation wird der Einsatz von 5-FU nur im Rahmen IFN- und IL- haltiger 
Therapieschema diskutiert (Siehe Kap. 2.2.5). 
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Zusammenfassend liefern laborexperimentelle Daten Hinweise für einen Nutzen des 
Einsatzes von Retinoiden in der Therapie des (metastasierten) Nierenzellkarzinoms. 
Kritisch zu beachten ist hierbei allerdings, dass es oft nur marginale Effekte sind, die 
durch die Retinoid-Behandlung erzielt werden können, was auch die hier vorgestellten 
Ergebnisse widerspiegeln. 
 
 
 
5.3  Vergleich mit klinischen Studien 
Im hier vorgestellten Modell zeigten Tretinoin und Isotretinoin als Monotherapeutika 
eine dosisabhängige antiproliferative Wirkung auf Nierenzellkarzinom-Metastasen, wobei 
die Effekte, die im Bereich der in vivo gemessenen Plasma- Spiegel erzielt werden 
konnten, eher als gering einzustufen sind.  
Im klinischen Einsatz bei onkologischen Indikationen erreichten Retinoide als 
Monotherapeutika in der Therapie hämatologischer Erkrankungen insbesondere der 
Promyeloztenleukämie gute Erfolge, während die Retinoid- Monotherapie solider 
Tumoren weitgehend enttäuschend war [74]. 
Um die Rolle einer Retinoid- Monotherapie bei Patienten mit metastasiertem 
Nierenzellkarzinom zu evaluieren, gestalteten Berg et al. eine Phase II-Studie, in der 
Isotretinoin als Einzelsubstanz in einer Konzentration von 1mg/ kg KG/ Tag verabreicht 
wurde [6]. In diese Studie wurden 26 Patienten eingeschlossen, die teilweise im Vorfeld 
mit einer Immun- oder Chemotherapie behandelt oder nephrektomiert worden waren. 
Unter 25 beurteilbaren Patienten  konnte keine Remission erreicht werden, so dass sich 
die Isotretinoin- Monotherapie als  nicht effektiv herausstellte. 
Wie bereits oben ausgeführt, entwickelte sich das Interesse an einer Retinoid- Therapie 
beim metastasierten Nierenzellkarzinom aus dem Wunsch, die Ansprechraten einer 
Zytokin- Therapie, welche bei 15-20 % liegen, zu verbessern. Somit basiert der größte 
Teil der bisher vorliegenden klinischen Daten zum Einsatz von Retinoiden bei Patienten 
mit metastasiertem Nierenzellkarzinom auf IFN- haltigen Therapieschemata. Eine 
Übersicht über klinische Studien, in denen Retinoide in der Therapie des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms geprüft wurden, bietet Tabelle 5.1.  
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Therapieregime Evaluierbare Patienten
Partielle 
Remissionen 
Komplette 
Remissionen Ansprechrate Refererenz 
ISO p.o. 25 0 0 0% Berg 1997 [6]
ISO p.o. + IFN-α s.c. 43 10 (23%) 3 (7%) 30% Motzer 1995 [88]
ISO p.o. + IFN-α s.c. 21 4 (19%) 1 (5%) 24% Buer 1997 [13]
ISO p.o. + IFN-α s.c. 11 2 (18%) 0 18% Casali 1998 [18]
ISO p.o. + IFN-α s.c. 25 4 (16%) 1 (4%) 20% Jacobs 2000 [65]
ISO p.o.+ IFN-α s.c. 129* 11 (8%) 5 (4%) 12% Motzer 2000 [87]
TRET p.o. + IFN-α s.c. 10 1 (10%) 1 (10%) 20% Paule 1997 [100]
TRET p.o. + IFN-α s.c. 31 1 (3%) 0 3% Escudier 1998 [32]
ALI p.o. + IFN-α s.c. 26 1 (4%) 0 4% Miller 2000 [83]
ISO p.o. + IL-2 s.c. + IFN-α s.c. 47 7 (15%) 1 (2%) 17% Stadler 1998 [125]
ISO p.o. + IL-2 s.c. + IFN-α s.c.       
+ 5-FU i.v. + VBL i.v. 24 6 (25%) 4 (17%) 42% Atzpodien 1995 [4]
ISO p.o. + IFN-α s.c. + IL- 2 s.c.       
+ CAP p.o. 30 8 (27%) 2 (7%) 34% Oevermann 2000 [98]
ISO p.o. + IFN s.c. + PAC i.v. 20 1 (5%) 0 5% Vaishampayan 2001 [132]
 
*  Daten beziehen sich auf eine Therapiegruppe im Rahmen einer randomisierten Studie 
Tab. 5.1: Klinische Studien zum Einsatz von Retinoiden in der Therapie des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms (ISO= Isotretinoin, TRET= Tretinoin, ALI= Alitretinoin, IFN= Interferon, IL= 
Interleukin, 5-FU= 5-Fluorouracil, VBL= Vinblastin, CAP= Capcecitabine, PAC= Paclitaxel) 
 
Buer et al. berichteten 1995 über zwei Patienten mit histologisch gesichertem und 
klinisch fortgeschrittenem metastasierten Nierenzellkarzinom, deren Erkrankung durch 
IFN- haltige Therapieschema nicht zu beeinflussen war. Trotz des initialen 
Therapieversagens sprachen beide Patienten auf eine Kombinationstherapie mit s.c 
appliziertem IFN-α2a und oral verabreichtem Isotretinoin an. In einem Fall konnte eine 
partielle Remission der Lungenmetastasen, im anderen Fall eine komplette Remission 
aller Tumormanifestationen beobachtet werden [14]. 
Im selben Jahr veröffentlichten Motzer et. al die Ergebnisse einer Phase II-Studie, in der 
44 Patienten mit einer Isotretinoin- IFN-α2a- Kombinationstherapie behandelt wurden 
[88]. Bei diesem ebenfalls teilweise vorbehandelten und relativ unselektierten 
Patientenkollektiv wurde unter IFN-α2a s.c. in einer Dosierung von 3 bis 9 x 106 U/Tag 
und Isotretinoin  p.o. in  einer  Dosierung  von 1mg/ kg KG/ Tag eine Ansprechrate von 
30 % erreicht, welche drei komplette und zehn partielle Remissionen einschloss. Dieses 
Therapieschema wurde bezüglich der Toxizität relativ gut toleriert und es erwies sich als 
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günstig, dass die beiden verwendeten Substanzen ein unterschiedliches Nebenwirkungs-
Spekturum aufwiesen. Während sich die IFN- assoziierten unerwünschten Wirkungen als 
Müdigkeit und Leukopenie manifestierten, stand in Zusammenhang  mit Isotretinoin eine 
Austrocknung der Schleimhäute im Vordergrund. Ein Vorteil dieses Therapieschemas 
besteht darin, dass beide Substanzen von den Patienten selbst appliziert werden können, 
was eine ambulante Behandlung ermöglicht.  
Mit einem ähnlichen Therapieschema, in dem die IFN-α-Dosis nicht über 3 x 106 U/Tag 
gesteigert wurde, behandelten Casali et al. 11 Patienten, welche bereits nephrektomiert 
und mit einer Immun-Chemotherapie behandelt worden waren [18]. Eine partielle 
Remission konnte bei zwei, eine Stabilisierung des Krankeitsverlaufes bei fünf und ein 
Fortschreiten der Tumormanifestationen bei vier Patienten beobachtet werden. Somit  lag 
die Ansprechrate, die keine kompletten Remissionen beinhaltete, bei 18 %. Auch im 
Rahmen dieser Studie erwies sich das Therapieschema als gut verträglich. 
Ebenfalls eine gute Verträglichkeit, ambulante Durchführbarkeit und bedingte 
Wirksamkeit bestätigen Jacobs et al. dem von Motzer et al. verwendeten Therapie-
schema. Sie behandelten mit diesem Therapieschema in Rahmen einer Phase II-Studie 25 
Patienten, die vorher keine systemische Therapie erhalten, bei denen aber teilweise der 
Primärtumor mittels Nephrektomie operativ entfernt worden war [65]. Diese Studie 
ergab mit einer kompletten und vier partiellen Remissionen eine Ansprechrate von 
insgesamt 20 %. 
Eine ähnliche Ansprechrate erzielten Buer et al. mit einem Therapieschema, in dem IFN-
α2a dreimal wöchentlich in einer Dosis von 6 x 106 bis 9 x106U/m2 s.c und Isotretinoin in 
einer Dosis von 35mg/ m2 p.o. verabreicht wurde [13]. Die 21 Patienten mit 
fortgeschrittenem metastasiertem Nierenzellkarzinom, die in diese Studie aufgenommen 
wurden, waren vorher mit IFN- haltigen Therapieregimen behandelt worden und hatten 
darunter keine Tumorregression gezeigt. Nach einem therapiefreien Intervall von 
mindestens vier Wochen wurde die IFN- Isotretinoin- Kombinationstherapie eingeleitet. 
Hierunter traten bei guter Verträglichkeit eine komplette und vier partielle Remissionen 
auf, woraus eine Ansprechrate von 24 % resultierte. Da es sich bei den Patienten um ein 
gegenüber vorausgegangener IFN- Therapien resistentes Kollektiv handelte, spekulierten 
Buer et al. unter Berücksichtigung ihrer parallel zu der klinischen Studie durchgeführten 
in vitro Untersuchungen auf eine mögliche Durchbrechung der IFN- Resistenz durch 
Isotretinoin. 
Aufgrund der Ergebnisse ihrer oben zitierten Phase II-Studie, in der die Isotretinoin- 
IFN-α-Kombinationstherapie mit einer Ansprechrate von 30 % ebenfalls einen Hinweis 
auf eine mögliche Überlegenheit gegenüber einer IFN- Monotherapie lieferte, initiierten 
Motzer et al. eine randomisierte Phase III-Studie, in der die Kombinations- mit der 
Monotherapie verglichen wurde [87]. In diese Studie wurden initial 284 Patienten 
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aufgenommen, welche im Rahmen einer Randomisierung in zwei bezüglich der 
Patientencharakteristika gleichwertige Gruppen eingeteilt wurden. Während die eine 
Gruppe nur mit  IFN-α2a in einer Dosis von initial 3 x 106 U und im Verlauf bis zu 9 x 
106 U/Tag behandelt wurden, erhielt die andere Gruppe zusätzlich Isotretinoin in einer 
Dosis von 1mg/ kg KG/ Tag. Die Ansprechrate für die Kombinationstherapie lag bei 12 
% und unterschied sich nicht signifikant von der 6%-igen Ansprechrate der IFN-α2a-
Monotherapie. Allerdings war der Anteil kompletter Remission bei der 
Kombinationstherapie höher, ebenso wie die Dauer der Remissionen. Bezüglich des 
Überlebens ergab sich durch den Zusatz von Isotretinoin zu IFN-α2a kein Vorteil. Die 
mittlere Überlebenszeit lag für beide Gruppen bei 15 Monaten. Im Rahmen dieser Studie 
wurde außerdem die Lebensqualität der behandelten Patienten mittels eines 
standardisierten Fragebogens - der sogenannten Functional Assessement of Cancer 
Therapy Biologic Response modifieres (FACT-BRM) Skala - erfasst. Hier war 
insbesondere in den ersten 8 Wochen nach Therapiebeginn eine Verschlechterung der 
Lebensqualität zu verzeichnen, wobei dieser Effekt in der mit der Kombinationstherapie 
behandelten Gruppe deutlicher ausgeprägt war. 
Im hier dargestellten in vitro- Modell erwies sich Tretinoin als signifikant wirksamer als 
Isotretinoin. Die zur Tretinoin-Therapie beim metastasierten Nierenzellkarzinom 
vorliegenden klinischen Daten geben hierfür allerdings keinen Anhalt.  
Paule et al. verabreichten 10 Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom Tretinoin 
in einer täglichen oralen Dosis von 100mg/m2 und IFN-α2a  dreimal wöchentlich s.c. in 
einer Dosis von 9x106U [100]. Unter den Patienten befanden sich fünf mit unreseziertem 
Primärtumor, aber keiner der 10 Patienten hatte vorher eine systemische Therapie 
erhalten.  Insgesamt traten in der relativ kleinen Gruppe von Patienten eine komplette 
und eine partielle Remission auf. Das Tretinoin-haltige Therapieschema wurde gut 
toleriert. Nebenwirkungen äußerten sich in einem Anstieg der Triglyceride und einer 
Trockenheit von Haut und Schleimhäuten und unterschieden sich somit nicht wesentlich 
von den in Zusammenhang mit Isotretinoin beschriebenen Toxizitäten. 
Nur eine partielle und keine komplette Remission beobachteten Escudier et al. unter 31 
Patienten, welche mit einer Kombination von  18 x 106 U IFN-α dreimal wöchentlich und 
45mg/ m2 Tretinoin täglich behandelt wurden [32]. Allerdings handelte es sich bei den 31 
Patienten um eine selektierte Population mit einer schlechten Prognose, da in diese 
Studie nur Patienten aufgenommen wurden, welche die Einschlusskriterien einer anderen 
Studie zur hochdosierten IL-Therapie nicht erfüllten.  
Auch der Einsatz der 9-cis-Retinsäure Alitretinoin in Kombination mit IFN-α2b lieferte 
beim metastasierten Nierenzellkarzinom enttäuschende Ergebnisse. Miller et al. 
beschrieben unter 26 Patienten nur eine partielle Remission bei einer eher schlechten 
Verträglichkeit des Therapieregimes [83]. 
     Diskussion 
   
 
78 
Bezüglich der Retinoid- Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms wurden neben 
diesen Studien, die sich auf eine Kombinationstherapie  mit IFN-α beziehen, weitere 
Studien veröffentlicht, in denen Retinoide im Rahmen einer Mehrfachkombinations-
therapie mit IFN und Interleukin zum Teil in Kombination mit Zytostatika eingesetzt 
wurden. 
In einer Phase II-Studie analysierten Stadler et al. die Wirksamkeit eines 
Therapieregimes, welches sich aus der Verabreichung von 11 x 106 U Interleukin-2 
viermal wöchentlich, 9 x 106 oder 10 x 106 U IFN-α2a zweimal wöchentlich und 1 mg/ 
kg KG Isotretinoin täglich, zusammensetzte [125]. Auf diese Kombinationstherapie 
sprachen von 47 Patienten einer mit einer kompletten und sieben mit einer partiellen 
Remission an. Die daraus resultierende Ansprechrate von 17 % ist somit vergleichbar mit 
Ergebnissen, welche durch die Retinoid- haltigen Therapieschemata, in denen Interleukin 
nicht enthalten war, erzielt wurden. 
Anhand der in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen am Sphäroidmodell 
ergab sich kein Hinweis für einen Vorteil einer Kombination von Tretinoin oder 
Isotretinoin mit 5-FU. Eine Kombinationstherapie, welche sich nur auf diese beiden 
Substanzen beschränkt, wurde auch nicht in klinischen Studien zum metastasierten 
Nierenzellkarzinom getestet. Allerdings fanden sich beide Substanzen in einem 
Therapieschema, welches von Atzpodien et al. im Rahmen einer Phase I/II evaluiert 
wurde [4]. Die kombinierte Biochemotherapie beinhaltete die s.c. Applikation von IFN-α       
(6 x106 bis 9 x106 U/ m2) und Interleukin-2 (5 x 106 bis 10 x106 U/ m2) , die orale 
Applikation von Isotretinoin (35mg/ m2) und die i.v-Bolus-Gabe von 5-FU (1000 mg/ 
m2) und Vinblastin  (6 mg/ m2). Die Zytokine wurde ein bis dreimal wöchentlich, die 
Zytostatika einmal wöchentlich und Isotretinoin täglich verabreicht. Von den 24 
behandelten Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom entwickelten vier Patienten 
eine komplette und sechs Patienten eine partielle Remission. Die sich daraus ergebende 
Ansprechrate von 42 % lag somit relativ hoch. Allerdings wiesen die in die Studie 
aufgenommenen Patienten einen relativ guten Allgemeinzustand auf, wobei es sich um 
einen Parameter handelt, der ohnehin mit einer besseren Prognose korreliert ist. Auch 
dieses Therapieschema zeigte überwiegend  milde und tolerable Nebenwirkungen. 
Vergleichbare Ergebnisse wurden an derselben Klinik mit einem Therapieregime erzielt, 
in welchem die intravenöse Zytostatika- Gabe durch die orale Applikation von 
Capecitabine ersetzt wurde. Overmann et al. berichten über  zwei komplette und acht 
partielle Remissionen unter 30 Patienten, welche die 5-FU-Vorstufe in Kombination mit 
Interleukin, IFN-α und Isotretinoin erhalten hatten [98]. Bei einer 34 %-igen Ansprech-
rate konnte bei weiteren 12 % der Patienten eine Stabilisierung des Krankheitsverlaufes 
erreicht werden. 
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Vaishampayan et. al. testeten die Anwendung von IFN-α und Isotretinoin in 
Kombination mit dem Zytostatikum Paclitaxel im Rahmen einer Phase II-Studie an 20 
Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom [132]. Die dabei verwendeten 
Dosierungen betrugen für IFN 3 x106 U/ Tag s.c, für Isotretinoin 1mg/ kg KG/ Tag p.o. 
und für Paclitaxel  80mg/m2 i.v wöchentlich. Mit nur einer partiellen Remission unter 20 
Patienten zeigte dieses Biochemotherapieregmine nur eine geringe Aktivität. 
5.4 Schlussfolgerungen 
Im Rahmen des hier vorgestellten in vitro- Modells zur Therapie des metastasierten 
Nierenzellkarzinoms zeigten die beiden Retinoidisomere Tretinoin und Isotretinoin eine 
marginale antiproliferative Wirkung, die durch die Kombination mit IFN-α2a, nicht aber 
durch die Kombination mit 5-FU geringfügig verbessert werden konnte.  
Auch andere laborexperimentelle Arbeiten belegen eine potentielle antiproliferative 
Wirkung der Retinoide auf Nierenzellkarzinomzelllinien und eine synergistische Wirkung 
der Kombination mit IFN-α2a [8, 13, 42, 62, 69, 90, 126, 128]. 
Die nur marginale Wachstumshemmung auf Sphäroide der Nierenzellkarzinomzelllinie 
SN12C, welche mittels des hier vorgestellten Therapieschemas erreicht wurde und der 
Umstand, dass in einer anderen Arbeit das Wachstum nur einer von zwölf 
Nierenzellkarzinomzelllinien deutlich durch Retinoide gehemmt werden konnte [60], 
lassen die klinische Relevanz einer Retinoid- Therapie beim metastasierten 
Nierenzellkarzinom fraglich erscheinen. 
Die hierzu vorliegenden klinischen Daten basieren überwiegend auf IFN- haltigen 
Therapieregimen und zeigen Ansprechraten zwischen 3 und 42 % [4, 13, 18, 32, 65, 83, 
87, 88, 98, 100, 125, 132]. Mit einer mittleren Ansprechrate von etwa 18 % liefern diese 
-wenn auch durch unterschiedliche Medikamentenkombination und Patientenselektion 
nur bedingt vergleichbaren - klinischen Studien ein Ergebnis, das sich nicht wesentlich 
von den Resultaten der IFN- oder Interleukin- Monotherapie unterscheidet. 
Insbesondere aus der kürzlich von  Motzer et al. veröffentlichten randomisierten Phase-
III- Studie ergibt sich im direkten Vergleich bezüglich der Ansprechrate, der mittleren 
Überlebenszeit und der Lebensqualität kein Vorteil einer kombinierten Isotretinoin- IFN-
α2a-Therapie gegenüber der IFN-α2a-Monotherapie [87].  
Nichtsdestotrotz scheinen einzelne Patienten durchaus durch den Zusatz von Retinoiden 
zur IFN- Therapie zu profitieren, wie Berichte belegen, in denen unter einer solchen 
Kombinationstherapie Tumorremissionen bei Patienten mit metastasiertem Nierenzell-
karzinom erzielt wurden, deren Erkrankung sich gegenüber anderer IFN -haltiger 
Therapieschema refraktär verhalten hatte [7, 14].  
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Allerdings kann aus solchen einzelnen Beobachtungen nicht die Forderung nach einem 
breiteren klinischen Einsatz der bisher verwendeten Retinoid- haltigen Therapieregime 
abgeleitetet werden. Da die Expression des RAR-β in vitro und in vivo mit dem 
Ansprechen auf eine Retinoid- Therapie korreliert [60, 5], könnte möglicherweise ein 
Sreening dieses Retinoidrezeptors vor Therapiebeginn dazu beitragen, geeignete 
Patienten zu selektieren.  
Insgesamt sind die zu Tretinoin und Isotretinoin vorliegenden klinischen Daten eher 
ernüchternd, bedeuten doch Ansprechraten von  meist unter 20 %, dass die große 
Mehrheit der Patienten nicht von einer solchen Therapie profitiert.  
Die komplexe bisher nur ansatzweise verstandene Rolle der Retinoide in der Regulation 
von Genen, die das Wachstum und die Differenzierung von Zellen beeinflussen, bleibt 
jedoch hinsichtlich der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms ein weiterhin 
interessanter Ansatzpunkt. 
Erst kürzlich zeigten Guo et al., dass menschliche Nierenzellkarzinomzellen in vitro im 
Gegensatz zu normalen Nierenepithelzellen nur geringe Mengen von Retinol in 
Retinylester umwandeln können und ebenso nur geringe Mengen von Tretinoin 
metabolisieren [50]. Der ebenfalls von dieser Arbeitsgruppe durchgeführte Vergleich von 
Nierentumorgewebeproben mit Proben gesunden Nierengewebes von Patienten, die 
wegen eines primären Nierenzellkarzinoms nephrektomiert worden waren, ergab einen 
deutlich verminderten Gehalt von Retinol und Retinyl-Estern im Tumorgewebe. Aus dem 
verminderten Retinoid- Gehalt in Nierenzellkarzinomen in vitro und in vivo leiten Guo et 
al. ab, dass der gestörte Retinoidmetabolismus ursächlich an der aberranten 
Differenzierung neoplastischer Nierenzellen beteiligt sein könnte.  
Bisher richtete sich das Interesse der präklinischen und klinischen Forschung zur 
Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms überwiegend auf Isotretinoin und 
weniger auf Tretinoin. In der vorliegenden Arbeit erwies sich Tretinoin im direkten 
Vergleich zu Isotretinoin als signifikant wirksamer.  Daher erscheint es sinnvoller 
Isotretinoin- haltige Therapieschema zu verlassen und mehr Gewicht auf die Entwicklung 
neuer potenterer Retinoide zu legen. Auch könnte der kombinierte Einsatz von 
Retinoiden mit Substanzen, welche den Retinoidmetabolismus differenzierter 
beeinflussen, möglicherweise therapeutische Bedeutung gewinnen. 
Auf dem Weg zur Entwicklung neuer sinnvoller Therapiestrategien ist weiterhin die 
Grundlagenforschung zur Tumorbiologie des Nierenzellkarzinoms gefordert. Die genaue 
Definition des biologischen Stellenwertes  der Retinoide und ihrer Metabolite im Prozess 
der malignen Transformation von Nierenepithelzellen könnte dabei einen wichtigen 
Schritt bilden. 
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6 Zusammenfassung 
Die besondere Problematik des metastasierten Nierenzellkarzinoms liegt in der 
weitgehenden Resistenz gegenüber konventionellen onkologischen Behandlungs-
strategien wie Stahlen- oder Chemotherapie. Durch die Immuntherapie mit Zytokinen, 
bei der mit der therapeutischen Verabreichung von interzellulären Botenstoffen die 
Regulationsvorgänge des Organismus in der Auseinandersetzung mit Tumorzellen 
modifiziert werden sollen,  kann der Verlauf der Erkrankung bei einem Teil der Patienten 
mit metastasiertem Nierenzellkarzinom positiv beeinflusst werden. 
Ebenso wie die Zytokin- Therapie basiert der therapeutische Einsatz von Retinoiden bei 
onkologischen Indikationen auf dem Konzept, gezielt in die Tumorbiologie einzugreifen. 
Retinoide besitzen in Bezug auf das Wachstum und die Differenzierung von Zellen 
komplexe regulatorische Eigenschaften. 
Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss der beiden Retinoidisomere Tretinoin und 
Isotretinoin auf Nierenzellkarzinom-Mikrometastasen am Modell multizellulärer Tumor-
sphäroide. In den hier vorgestellten Therapieschemata wurde die Retinoid- Behandlung 
mit einer nachfolgenden Applikation von IFN-α oder 5-FU kombiniert. Als Parameter 
für den Therapieerfolg diente das mittlere Sphäroidvolumen im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrollgruppe. 
Sowohl Tretinoin als auch Isotretinoin zeigten eine dosisabhängige Hemmung des 
Sphäroidwachstums, wobei durch Tretinoin in  äquimolaren Konzentrationen stärkere 
antiproliferative Effekte erzielt wurden als durch Isotretinoin. Für die 
Kombinationstherapie wurden Konzentrationen verwendet, welche auch in vivo nach 
therapeutischer Verabreichung der jeweiligen Substanz erreicht werden können. 
Während IFN-α in einer solchen Konzentration als Monotherapeutikum unwirksam war, 
konnte durch die Kombinationen mit Tretinoin oder Isotretinoin die antiproliferative 
Wirkung der Retinoide geringfügig verbessert werden, woraus sich Hinweise für einen 
synergistischen Wirkmechanismus ergaben. Für 5-FU konnten antiproliferative Effekte 
ab einer im Bereich der in vivo gemessenen Plasma-peak-Spiegel liegenden 
Konzentration nachgewiesen werden. Einen Anhalt für eine verbesserte Retinoidwirkung 
durch zusätzliche Applikation von 5-FU ergab sich anhand des verwendeten 
Therapieschemas nicht. 
Zusammenfassend zeigt die Retinoid- Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms in 
der vorliegenden und in einer Reihe weiterer laborexperimenteller Arbeiten und 
klinischen Studien in Kombination mit IFN-α nur eine marginale antiproliferative 
Wirksamkeit. 
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